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Kurzfassung
Nanopartikel haben Abmessungen, die denen von Biomolekülen entsprechen. Sie sind
durch chemische Synthese in ihren Eigenschaften genau einstellbar und eignen sich gut als
Sensoren und Aktuatoren für biomolekulare Prozesse. Durch Anbindung von Nanopartikeln
lassen sich Biomoleküle gezielt markieren, Signale von ihnen abgreifen und wieder auf sie
übertragen. Goldnanopartikel einer Größe von zwei bis etwa 100 nm zeichnen sich durch eine
intensive Lichtabsorption aus, die auf der Anregung von Leitungsbandelektronenoszillation,
der sogenannten Plasmonenresonanz, beruht. Die Resonanzwellenlänge des Plasmons ist un-
ter anderem abhängig von der direkten Umgebung des Nanopartikels, so dass Veränderungen
der Nanopartikelumgebung spektroskopisch erfasst werden können.
In dieser Arbeit werden Biomolekül-Goldnanopartikel-Hybridmaterialien vorgestellt, mit
denen es möglich war, die Plasmonenresonanz nicht nur als Sensor, sondern auch als Ak-
tuator für biomolekulare Reaktionen auf der Oberfläche der Nanopartikel zu nutzen. Da-
zu wurden Biomolekül-Nanopartikel-Suspensionen mit Dauerstrichlaserlicht bestrahlt und
gleichzeitig UV/Vis-spektroskopisch vermessen.
Zuerst wurden mit Doppelstrang-DNA funktionalisierte Goldnanopartikel auf ihre Eig-
nung zum Nachweis der photothermisch induzierten DNA-Dissoziation hin untersucht. Die
Temperaturabhängigkeit ihrer optischen Eigenschaften wurde jedoch als zu gering einge-
schätzt, um einen zweifelsfreien Nachweis zu ermöglich.
Daraufhin wurden Doppelstrang-DNA-Goldnanopartikelnetzwerke untersucht. Diese zeig-
ten bei Temperaturerhöhung um wenige ◦C eine Änderung der spektralen Lage des Absor-
banzmaximums um mehrere nm. Hier konnte durch Laserbestrahlung die Dissoziation der
Doppelstrang-DNA ausgelöst werden, ohne dass dabei die DNA-Moleküle merklich zerstört
wurden. Dies konnte in situ UV/Vis-spektroskopisch nachgewiesen, und darüber hinaus da-
mit der in den Goldnanopartikelnetzwerken photothermisch erzeugte Temperaturhub über
Schmelzpunktbestimmungsexperimente quantifiziert werden. Dabei wurden außerdem Hin-
weise darauf gefunden, dass der photothermisch induzierte Temperaturhub abhängig von
der Netzwerkgröße war.
Anhand von mit Meerrettichperoxidase funktionalisierten Goldnanopartikeln konnte zum
ersten Mal eine enzymatisch katalysierte Oxidationsreaktion photothermisch manipuliert
vi
werden, was durch spektroskopische Untersuchungen in situ nachgewiesen werden konnte.
Durch den Vergleich der enzymatischen Aktivität der Enzym-Goldnanopartikelsuspensionen
ohne und unter Laserlichtbestrahlung konnte auch hier der photothermisch erzielte Tempe-
raturhub ermittelt werden.
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1 Einleitung
Die Nanowissenschaft ist eine neue Disziplin der Naturwissenschaften, die sich mit dem
Aufbau und der Analytik von funktionalen Strukturen mit einer Abmessung von etwa 1–
100 nm beschäftigt. Sie hat sich in den letzten zwei Jahrzehnten aus dem Zusammenwachsen
von vorher mehr oder weniger getrennten Disziplinen entwickelt. In der Chemie konnten
ausgehend von Molekülen durch rationale Synthesen immer größere geordnete Strukturen
hergestellt werden, während in der Physik und den Materialwissenschaften ausgehend von
makroskopischen Materialien immer kleinere Strukturen untersucht wurden. [1]
In dem Bestreben, funktionale Strukturen auf der Nanometerskala mit definierten Ab-
messungen zu synthetisieren, werden häufig Biomoleküle verwendet. Ihre Funktion und ihre
Struktur sind durch die Prozesse der Evolution optimiert und werden immer besser verstan-
den, so dass sie sich nutzen lassen, um in Kombination mit synthetischen Partikeln neue
funktionale Strukturen zu generieren. [2, 3] Nanopartikel haben Abmessungen, die denen
von Biomolekülen entsprechen. Daher eignen sie sich zum Beispiel hervorragend als neue,
durch chemische Synthese in ihren Eigenschaften genau einstellbare, Sensoren für biomole-
kulare Prozesse: mit Nanopartikeln lassen sich Biomoleküle gezielt markieren, Signale von
ihnen abgreifen und wieder auf sie übertragen. [4, 5]
Eine häufig verwendete Kombination in den Nanowissenschaften ist die von Metallnano-
partikeln mit DNA-Molekülen. [6, 7] DNA-Oligomere können in Syntheseapparaten leicht
mit definierten Sequenzen hergestellt und mit Ankergruppen funktionalisiert werden und
Metallnanopartikel lassen sich durch ihre Zusammensetzung und die Kontrolle ihrer Form
und Größe in ihren optischen sowie elektronischen Eigenschaften genau einstellen. [8] Durch
Kombination der molekularen Erkennungseigenschaften der DNA und der Rigidität der
DNA-Doppelhelix mit Nanopartikeln ist in den letzten Jahren eine Vielzahl von interessan-
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ten neuen Anwendungen entwickelt worden. Die Anordnung von Nanopartikeln entlang der
DNA-Doppelhelix kann zur Herstellung von molekularen Drähten verwendet werden [9, 10],
DNA-funktionalisierte Goldnanopartikel wurden unter anderem als Vehikel zur Manipual-
tion von Zellen genutzt [11, 12] und DNA-Goldnanopartikel-Netzwerke können zum Bei-
spiel zur Analyse von DNA-Oligomeren [13], aber auch Metallionen [14] oder Pharmazeuti-
ka [15, 16] verwendet werden.
Ein noch nicht so intensiv erforschtes neues Nanohybridmaterial ist das der nanoparti-
kelgebundenen Enzyme. Enzyme sind die molekulare Grundlage des Lebens und gelten als
hochselektive Katalysatoren chemischer Reaktionen. Nanopartikel können als neuer, fein di-
spergierbarer Träger der Enzyme genutzt werden, so dass eine Mischform aus heterogener
und homogener Biokatalyse möglich wird. [17–19] Aber in Kombination mit Nanopartikeln
können den Enzymen auch zusätzliche Funktionen verliehen werden. So konnten zum Bei-
spiel elektrochemische Sensoren mit Nanopartikeln als Elektroden realisiert werden[5, 20]
und es gelang, eine Peroxidase auf CdS-Nanopartikeln durch Anregungen von Elektronen-
Loch-Paaren in den Partikeln photochemisch zu aktivieren. Durch Anbindung von Peptiden
auf einer Goldnanopartikeloberfläche konnten außerdem neuartige katalytisch aktive Parti-
kel, sogenannte „Nanozyme“ hergestellt werden. [21]
Die Wechselwirkung von Nanopartikeln mit elektromagnetischer Strahlung wird häufig
dazu verwendet, Biomoleküle oder andere Strukturen zu markieren und zu analysieren. [22]
Eine Möglichkeit ist die sogenannte photothermische Mikroskopie, bei der von den Na-
nopartikeln aufgenommene Laserlichtenergie in der Umgebung Wärme erzeugt, die dann
zu mikroskopisch verfolgbaren Veränderungen führt. [23–25] Eine darüber hinausweisende
Entwicklung ist die Nutzung der photothermisch erzeugten Wärme zur Steuerung der Um-
gebung. Werden die Partikel mit extrem hohem Laserleistungen bestrahlt, so kommt es zu
Gasblasenbildung auf der Oberfläche der Partikel, die zu destruktiven Prozessen in der Um-
gebung führen. [26, 27] Dies soll in Zukunft dazu angewendet werden, Krebszellen gezielt zu
zerstören, ohne umgebendes Gewebe zu beeinflussen. [28–30]
Eine nicht destruktive Anwendung der Photothermie ist die Kontrolle des Quellungszu-
stands von Hydrogelen, in die Goldnanopartikel eingebettet sind. Durch Bestrahlung mit La-
serlicht kann hier ein temperaturabhängiger Phasenübergang ausgelöst werden. [31–33] Vor
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kurzem konnten auch die temperaturabhängigen Bindungseigenschaften von Peptiden[34]
und von DNA[35], die auf Goldnanopartikeln immobilisiert waren, durch Laserbestrahlung
kontrolliert werden.
In dieser Arbeit werden Goldnanopartikel-Biomolekül-Hybridmaterialien vorgestellt wer-
den, die auf ihre Eignung für die Quantifizierung des photothermischen Temperaturhubs und
der gezielten Steuerung biomolekularer Reaktionen hin untersucht wurden. Die Verfolgung
der photothermischen Reaktionen erfolgte UV/Vis-spektroskopisch und in situ.
Dazu wurden verschiedene Nanopartikel-Biomolekül-Kombinationen untersucht. Dies sind
zum einen DNA-Doppelstrang-funktionalisierte Goldnanopartikel und DNA-Goldnanoparti-
kel-Netzwerke, deren optische Eigenschaften eine Funktion des Bindungsverhaltens der DNA
sind. Diese Partikel können so gleichzeitig als Aktuatoren und Sensoren für das Photother-
mieexperiment fungieren. Der Einfluss auf das Verhalten der DNA ist dabei lokal auf das
bestrahlte Laservolumen begrenzt und reversibel, das heißt die DNA-Oligomere blieben in
ihrer Funktion intakt. Diese Untersuchungen dienen der Vorbereitung von Experimenten an
Meerrettichperoxidase-Goldnanopartikeln, um daran erstmals eine enzymatisch katalysierte
Reaktion auf der Oberfläche von Goldnanopartikeln photothermisch zu steuern.
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2.1 Goldnanopartikel
Goldnanopartikel finden in den Nanowissenschaften häufig Anwendung. Ihre herausragende
Bedeutung erlangen sie aufgrund folgender Eigenschaften: sie sind, wenn ihre Oberfläche mit
den geeigneten Liganden funktionalisiert wird, hinreichend stabil gegen reaktiven Abbau und
Agglomeration. Sie zeigen bei Durchmessern oberhalb von etwa 2 nm bis über 100 nm eine
Plasmonenresonanz, die sich in einer kräftigen roten Farbe der Lösungen der Partikel äußert
und ein leicht zugänglicher Sensor für die Umgebung der Partikel (siehe Abschnitt 2.1.2)
ist. Ausgehend von isolierten Goldclustern mit einer definierten Anzahl von Goldatomen,
die sich noch als Moleküle beschreiben lassen (wie etwa [Au9(PPh3)8](NO3)3 [36]), zeigen
Goldnanopartikel mit zunehmendem Durchmesser immer stärker metallische Eigenschaften,
was sie auch für elektronische Untersuchungen und Anwendungen attraktiv macht [8]. Wei-
terhin lässt sich ihre Oberfläche unter Ausnutzung der starken Au−S-Bindung leicht mit
einer Vielzahl von funktionellen Liganden modifizieren.
2.1.1 Synthese und Modifizierung von Goldnanopartikeln
Die Synthese von Goldnanopartikeln erfolgt meistens durch Reduktion von Goldsalzen in
Gegenwart von Liganden, die an die Goldoberfläche binden. Abhängig von der Stärke des Re-
duktionsmittels, dem Stoffmengenverhältnis von Reduktionsmittel zu Gold und der Stärke
der Liganden, das heißt der Bindungsstärke der Gold-Ligand-Bindung, können Partikel mit
unterschiedlichen Radien erhalten werden. [37] Üblicherweise werden bei isotropem Wachs-
tum annähernd sphärische Partikel erhalten, die auch als Ausschnitte aus der Festkörper-
struktur verstanden werden können. [38] Durch Verwendung von Kristallisationskeimen in
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Verbindung mit strukturvermittelnden Tensiden können aber auch anisotrope Nanopartikel
(etwa Nanostäbchen, -kuben, -sterne) erhalten werden. [2, 39, 40]
Weitere Möglichkeiten zur Herstellung von Goldnanopartikeln ist der (reduktive) Ab-
bau metallorganischer Verbindungen (zum Beispiel Triphenylphosphanogold(I)chlorid) in
Lösung [41, 42], die Ablation von Metallen durch gepulste Laserstrahlung in Lösung [43],
die Abscheidung der Partikel aus der Gasphase [44, 45] oder die Elektronenstrahllithogra-
phie [46]. Hier sei jedoch nur auf die angegebene Literatur verwiesen.
In dieser Arbeit werden citratstabilisierte Partikel verwendet, deren Synthese von Tur-
kevich et. al. ausführlich beschrieben wurde. [47, 48] Dabei wird Tetrachloroaurat(III) in
siedendem Wasser mit Natriumcitrat reduziert. Das Citratanion dient dabei als Reduktions-
mittel und Ligand, der vermutlich durch Coulomb-Wechselwirkung an die Partikeloberfläche
gebunden ist (vgl. auch Abb. 2.1). Durch Änderung des Citrat/Au(III)-Stoffmengenverhält-
nisses und durch Ersetzen (eines Teils) des Citrats durch Zitronensäure zur Einstellung des
pH-Wertes der Reaktionsmischung kann der Partikeldurchmesser von 15 nm bis zu etwa
100 nm eingestellt werden. Die unterschiedlichen Radien entstehen dabei durch unterschied-
liche Reaktionsgeschwindigkeitsverhältnisse von Nukleations- und Keimwachstumsreaktion.
Je weniger Kristallisationskeime entstehen und je schneller diese wachsen, desto größere
Partikel werden erhalten. [49] Partikel mit einem Durchmesser unter 15 nm können durch
Reduktion von Au(III) mit NaBH4 in Gegenwart von Ligandmolekülen (häufig Thiole, Ami-
ne, Phosphane oder Carbonsäuren) erhalten werden. [50, 51]
Abbildung 2.1: Schematische Illustration der Synthese citratstabilisierter Goldnanopartikel. Die
Reduktion von Tetrachloroaurat durch Citrat erfolgt in mehreren Teilschritten.
Daran schließen sich Keimbildung und -wachstum an. Das Partikelwachstum wird
durch Anlagerung von Citrat an die Goldoberfläche unterbunden, so dass Nano-
partikel resultieren.
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Eine weitere Funktionalisierung citratstabilisierter Goldnanopartikel kann durch Ligan-
denaustauschsreaktionen erfolgen. Dazu werden meistens Goldnanopartikel mit Lösungen
von Ligandenmolekülen versetzt. Um einen weitgehenden Ligandenaustausch zu gewähr-
leisten, sollten die neuen Liganden im Überschuss vorliegen. [52] Es bieten sich dabei alle
weiteren Moleküle an, die auch auf Goldoberflächen selbstorganisierte Monolagen ausbilden,
im allgemeinen sind dies Elektronenpaardonatoren (Lewis-Basen). [53, 54]
Je stärker die Gold-Ligand-Bindung, desto vollständiger der Ligandenaustausch. [55, 56]
Auch die Fähigkeit eines Liganden, Goldnanopartikel gegen Aggregation zu schützen, kann
als ein Maß für die Bindungsstärke herangezogen werden. Daraus lässt sich eine Stabili-
tätsreihenfolge der am häufigsten verwendeten Donoratome ableiten. Es ergibt sich folgende
Anordnung der Donoratome nach steigender Au-Ligand-Bindungsstärke: O < N < P < S.
Demnach lassen sich die hier verwendeten citratstabilisierten Goldnanopartikel besonders
gut mit Hilfe von Thiolen funktionalisieren. [2]
Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Funktionalisierung von Goldnanopartikeln unter
Ausnutzung der Au−S-Bindung.
Durch die Funktionalisierung können auf der Oberfläche der Partikel im Prinzip belie-
bige funktionelle Gruppen angebracht werden (vgl. Abb. 2.2). So können die Partikel in
ihrer Löslichkeit beeinflusst [57], ihre Stabilität gegenüber Aggregation und Agglomerati-
on gesteuert [58] oder für eine weitere chemische Modifikation der Oberfläche vorbereitet
werden. [17]
Häufig werden thiolfunktionalisierte synthetische DNA-Oligomere verwendet, um dies al-
les zu gewährleisten. So sind etwa DNA-funktionalisierte Goldnanopartikel selbst bei hohen
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Salzkonzentrationen noch dispergierbar. [13] Diese Stabilität beruht auf der sterischen Ab-
schirmung der Goldoberfläche durch die mehrere Nanometer lange Basensequenz sowie der
elektrostatischen Stabilisierung, da DNA-Oligomere Polyanionen sind. [8] Die hohe Stabilität
der Partikel wird etwa für biologische Anwendungen, die üblicherweise in Elektrolyt-Puffer-
Lösungen stattfinden, ausgenutzt. Auf Goldnanopartikeln immobilisierte DNA-Stränge kön-
nen zum Beispiel enzymatisch weiter funktionalisiert werden. [59, 60]
2.1.2 Optische Eigenschaften von Goldnanopartikeln
Die optischen Eigenschaften von Goldnanopartikeln beruhen auf zwei unterschiedlichen Me-
chanismen. Im UV- und dem violetten Spektralbereich ist für alle Partikel Lichtabsorp-
tion aufgrund von Interband- oder (bei kleinen Partikeln) Molekülorbitalelektronenüber-
gängen zu beobachten. Bei Partikeldurchmessern d ≥ 2 nm ist eine weiterer Wechselwir-
kungsmechanismus mit elektromagnetischer Strahlung vorhanden, da hier bereits ein Teil
der (Oberflächen-)Elektronen in Bändern delokalisiert vorliegt. Durch Licht entsprechender
Wellenlänge werden die beweglichen Elektronen zu kollektiven Schwingungen (Oszillatio-
nen), der so genannten Plasmonenresonanz, angeregt (siehe Abb. 2.3).
E
εm
-
+
---
+++
Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der Plasmonenresonanz von Goldnanopartikeln. Elek-
tromagnetische Strahlung E regt Schwingungen der Leitungsbandelektronen der
Goldnanopartikel an. Die relative Permittivität m des umgebenden Mediums
beeinflusst die Resonanzwellenlänge, da sie ausschlaggebend dafür ist, wie stark
die Rückstellkraft der Elektronenoszillation durch Feldabschirmung durch das
polarisierbare umgebende Medium geschwächt wird.
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Die Plasmonenresonanz eines Goldnanopartikels zeichnet sich durch einen im Vergleich
mit anderen Farbstoffen hohen Extinktionsquerschnitt bei der Resonanzwellenlänge aus.
Ihre spektrale Lage und Stärke ist abhängig von der Zusammensetzung der Partikel, ihrer
Morphologie sowie der direkten Umgebung, dass heißt der Ligandenhülle und dem umgeben-
den Medium, der Partikel. Zusammensetzung und Morphologie haben einen direkten Ein-
fluss auf die Größe und Stärke des resultierenden Dipols. Je größer etwa der Durchmesser
sphärischer Nanopartikel, desto rotverschobener die Resonanzwellenlänge (vgl. Abb. 2.4).
Mit zunehmendem Partikeldurchmesser schwingen die Leitungselektroden nach Anregun-
gen durch eine Lichtwelle immer weniger in Phase, was zu einer Schwächung des Feldes
im Partikel führt. Anisotrope Nanopartikel zeigen mehrere Resonanzen. Bei Nanostäbchen
etwa werden longitudinale und transversale Dipolschwingungen beobachtet, was zwei unter-
schiedlichen Dipolanregungen parallel und senkrecht zur Stäbchenachse entspricht. [40] Die
relative Permittivität der Umgebung m bestimmt, in welchem Ausmaß die Rückstellkraft
der Oszillation durch Polarisationsladungen im Dielektrikum beeinflusst wird – eine höhe-
re Permittivität führt zu einer Rotverschiebung der Resonanzwellenlänge. Durch geschickte
Wahl der genannten Parameter lässt sich die spektrale Lage der Plasmonenresonanz der
Partikel demnach gezielt einstellen.
Aufgrund der Sensitivität der Plasmonenresonanz auf die direkte Umgebung der Na-
nopartikel eignen sich Goldnanopartikel hervorragend, um dort stattfindende Veränderun-
gen UV/Vis-spektroskopisch zu verfolgen. So wurden zum Beispiel Biotin-Streptavidin-
Kopplungsreaktionen auf der Oberfläche von immobilisierten 40 nm-Partikeln anhand der
Veränderung der spektrale Lage des Resonanzmaximums detektiert. [61]
Eine Möglichkeit, die optischen Eigenschaften von (Gold-)Nanopartikeln quantitativ zu
beschreiben, ist das Aufstellen und Lösen der Maxwellschen Gleichungen mit den entspre-
chenden Randbedingungen, was erstmal 1908 von Gustav Mie beschrieben wurde. [62, 63]
Mit Hilfe der Mie-Theorie lassen sich inzwischen numerisch Spektren von Nanopartikeln
(fast) beliebiger Geometrie berechnen. [64] Hier sei jedoch nur auf die angegebene Litera-
tur verwiesen, da sich für die Interpretation der in dieser Arbeit erhaltenen Spektren keine
sich von der oben ausgeführten Betrachtungsweise von Dipolanregungen unterscheidende
Ergebnisse zeigen.
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Abbildung 2.4: Charakteristische UV/Vis-Spektren für sphärische, citratstabilisierte Goldnano-
partikel mit d = 15nm resp. 55 nm in Wasser. Die Spektren sind auf Abs.(λmax)
normiert.
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Werden mehrere Goldnanopartikel in Aggregaten räumlich nah zueinander angeordnet, so
kommt es durch Kopplung der schwingenden Dipole zu einer gegenseitigen Schwächung der
Rückstellkraft der Leitungselektronenoszillation, was sich ebenfalls in einer Rotverschiebung
der spektralen Lage der Resonanzwellenlänge eines solchen Ensembles zeigt. Berechnungen
zeigen, dass mit zunehmender Aggregatgröße und -dichte die Rotverschiebung zunimmt. Die
Absorbanz einer Partikelnetzwerksuspension bei der Resonanzwellenlänge nimmt für kleine
Aggregate (d.h. abhängig von der Partikeldichte wenige hundert Partikel) erst leicht zu und
mit zunehmender Aggregatgröße dann ab (siehe auch Abb. 2.5). [65, 66] Diese berechneten
optischen Eigenschaften von Goldnanopartikelaggregaten sind auch experimentell für gezielt
organisierte Aggregate belegt. [67]
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Abbildung 2.5: Lage der Resonanzwellenlänge und der maximalen Absorbanz der Suspension von
Goldnanopartikelnetzwerken mit zunehmender Aggregatgröße. Nach Lazarides et
al. [65, 66]
2.1.3 Goldnanopartikel und Photothermie
Aufgrund des großen Absorptionsquerschnitts bei einer einstellbaren Lichtwellenlänge wer-
den Goldnanopartikel als „Antennen“ für photothermische Anwendungen verwendet. [30, 68]
Dabei wird eine Partikelprobe mit Laserlicht, dessen Wellenlänge üblicherweise dem Absor-
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banzmaximum der Partikelzubereitungen entspricht oder diesem nahe kommt, bestrahlt. Die
absorbierte Energie wird in Wärme umgewandelt und durch Wärmeleitung, -konvektion und
-strahlung in die Umgebung abgegeben. Häufig werden Goldnanopartikel mit gepulsten La-
sern bestrahlt, und durch die hohen Leistungsspitzen kommt es dann zu einer drastischen
Erwärmung (bis zu mehreren 1000 ◦C) der Partikel und der direkten Umgebung. Dadurch
verdampft das die Partikel umgebende Medium schlagartig, was wiederum zu destruktiven
Prozessen führt. [26, 27, 69] Außerdem wurde gezeigt, dass bei Bestrahlung von Goldna-
nopartikeln mit gepulster Laserstrahlung die Au−S-Bindung zwischen Partikel und Ligand
aufbrechen kann. [70]
Auf diese Weise konnten zum Beispiel Krebszellen durch Inkubation mit antikörperfunk-
tionalisierten Nanostäbchen und nachfolgender Bestrahlung abgetötet werden [71–74]. Ne-
ben Stäbchen konnten auch „Nanokäfige“ [75] und „Nanodendriten“ [76] verwendet werden,
um Krebszellen photothermisch abzutöten. Durch gezielte Immobilisierung von Nanopar-
tikeln auf Chromosomen und Bestrahlung konnte an vordefinierten Orten Schädigungen
(„Löcher“) in den Chromosomen erzeugt werden. [77] Des weiteren wurde dieses Vorgehen
dazu verwendet, aus goldnanopartikel- und dextranbeladenen Polymerpartikeln die Dex-
tranmoleküle freizusetzen. [78, 79]
Sollen weniger drastische Veränderungen hervorgerufen werden, die die Umgebung der
Partikel nicht zerstören, so wird Dauerstrichlaserlicht verwendet. Hier wird die Laserleistung
kontinuierlich abgegeben und es entsteht in den Nanopartikeln schnell ein Gleichgewichts-
zustand von aufgenommener und in die Umgebung abgegebener Energie. [80] So können
niedrigere Temperaturhübe realisiert und photothermisch kontrolliert Prozesse gesteuert
werden. Werden etwa Goldnanopartikeln in Hydrogele eingelagert und mit resonantem La-
serlicht bestrahlt, so kann der Quellungszustand der Hydrogele gezielt manipuliert werden.
Es wurden zum Beispiel Mikrolinsen durch Laserbestrahlung hergestellt [31] und der hy-
drodynamische Radius von Hydrogelpartikeln kontrolliert [81]. Slocik et al. verwendeten
core-shell -Goldnanopartikel, die mit Peptiden funktionalisiert waren. Durch gegenseitige
Erkennung der Peptide kam es zur Aggregation der Partikel. Bestrahlung mit IR-Laserlicht
führte dann zu einem Auflösen der Aggregate, was durch nachfolgende ex situ Analyse durch
Elektronenmikroskopie und Partikelgrößenbestimmung nachgewiesen wurde. [34]
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Außerdem wurden mit Laserlicht bestrahlte Goldnanopartikel verwendet, um lokal se-
lektiert Siliziumnanodrähte zu synthetisieren. Dabei wurde ein precursor -Gasstrom über
ein Substrat, auf dem Goldnanopartikel immobilisiert waren, geleitet. Wurde das Substrat
dann mit einem stark fokussierten Dauerstrichlaser bestrahlt, so kam es durch die lokal hohe
Temperatur zu einem Abbau des precursors und dadurch zum Wachstum von Siliziumna-
nodrähten. [82]
Von der Verfolgung eines photothermisch ausgelösten Prozesses in situ wurde bisher
nicht berichtet. In dieser Arbeit soll daher ein UV/Vis-Spektroskopie-Messaufbau vorge-
stellt werden, mit dem es möglich war, das photothermisch induzierte Schmelzen von DNA-
Goldnanopartikel-Aggregaten direkt zu verfolgen. Aus den resultierenden temperaturabhän-
gigen Spektren konnte ein Maß für den erreichten Temperaturhub in der Nanopartikelumge-
bung berechnet werden. Teilergebnisse dieser Experimente wurden bereits veröffentlicht. [83]
Außerdem sollen Experimente vorgestellt werden, in denen zum ersten Mal eine tem-
peraturabhängige, enzymatisch katalysierte Oxidationsreaktion photothermisch beeinflusst
wurde. Auch hier ließ sich aus den spektroskopischen Daten der Temperaturanstieg in der
Reaktionssuspension bestimmen, der abhängig von der Laserleistung war.
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2.2.1 Struktur und Synthese
DNA-Moleküle dienen in der Natur zur Speicherung der Erbinformation von Viren und le-
benden Zellen. Sie sind Polymere aus 2’-Desoxyribosemolekülen, die am 3’- und 5’-Kohlen-
stoffatom mit Phosphorsäure verestert sind. Diese Estergruppen sind in einem pH-Bereich
von 5 < pH < 9 stabil. In wässriger Lösung liegen dann die nicht veresterten Hydroxyl-
gruppen der Phosphorsäuregruppen deprotoniert vor, so dass DNA als ein Polyanion zu
beschreiben ist. [84]
Am 1’-Kohlenstoffatom der Ribosemonomere befindet sich im Allgemeinen jeweils eine der
vier Basen Adenin (A), Guanin (G), Cytosin (C) oder Thymin (T) (Abb. 2.6). Diese sind
fähig, so genannte Watson-Crick-Basenpaarungen auszubilden. [85] Das sind Wasserstoff-
brückenbindungen zwischen Guanin und Cytosin beziehungsweise Adenin und Thymin (vgl.
Abb. 2.6). Die Endgruppen des DNA-Polyanions werden als 3’- und 5’-Ende bezeichnet, je
nachdem, welches Kohlenstoffatom der Desoxyriboseeinheit nicht weiter funktionalisiert ist.
Durch die Watson-Crick-Basenpaarung können zwei DNA-Einzelstränge dimerisieren. Um
die DNA-Doppelhelix zu bilden, lagern sich zwei DNA-Stränge gegensinnig an, das heißt,
dass entlang der Helix der eine Strang von 3’- zum 5’-Ende und der andere vom 5’- zum
3’-Ende läuft. Die Basensequenzen der DNA-Stränge sind in einer Doppelhelix üblicherweise
komplementär zueinander, das heißt, dass einer G-Gruppe jeweils eine C-Gruppe und einer
A-Gruppe eine T-Gruppe gegenübersteht.
In wässriger NaCl-Lösung bei neutralem pH-Wert nimmt die DNA-Doppelhelix eine Struk-
tur an, die als B-DNA bezeichnet wird (Abb. 2.7). Dabei liegt das Phosphat-Desoxyribose-
Rückgrat außen. Die Basen sind nach innen gerichtet und ihre Flächennormalen liegen nä-
herungsweise parallel zur Helixachse (tatsächlich tritt eine Abweichung von 6 ◦ auf). Die
Helix ist rechtsgängig und hat einen Durchmesser von 2,0 nm. Der Abstand zwischen zwei
Basenpaaren beträgt 0,34 nm. Eine vollständige Windung der Doppelhelix umfasst 10 Ba-
senpaare und hat demnach eine Länge von 3,4 nm. [86, 87] Es sind noch weitere helixartige
Strukturisomere der DNA bekannt, die bekanntesten sind A- und Z-DNA. Diese treten etwa
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Abbildung 2.6: Exemplarische Darstellung der kovalenten Struktur der DNA mit den vier Ba-
sen Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin. Die Wasserstoffbrückenbindungen der
Watson-Crick-Basenpaarung sind ebenfalls dargestellt. Die unterlegten farbigen
Symbole werden im folgenden verwendet, um die entsprechenden Basen darzu-
stellen.
beim Trocknen der DNA, bei hohen Ionenstärken und Lösungsmittelbeimischungen auf. Au-
ßerdem können DNA-Triplexe, -Quadruplexe und DNA-Haarnadelstrukturen auftreten. [84]
Die Struktur der Doppelhelix ist in Lösung dynamisch, das heißt, dass die Wasserstoff-
brückenbindungen nicht dauerhaft fixiert sind. Es kommt durch Molekülschwingungen zum
zeitweisen Aufbrechen der Basenpaare, was als „Atmen“ der DNA bezeichnet wird. Je höher
die Temperatur einer DNA-Lösung, desto wahrscheinlicher ist das Aufbrechen der Basenpaa-
re, was schließlich bei hinreichend hoher Temperatur zu einer Dissoziation der Doppelhelix
führt. Dieser Prozess wird als „Schmelzen“ der DNA bezeichnet. Die Schmelztemperatur
(auch: der Schmelzpunkt) θm eines DNA-Doppelstrangs ist definiert als die Temperatur, bei
der die Hälfte der DNA-Duplexe dissoziiert ist. Sie ist vor allem abhängig von der Länge und
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Abbildung 2.7: Schematische Darstellung der räumlichen Struktur einer DNA-Doppelhelix (B-
DNA, nach [87] und dort angegebenen Quellen).
dem GC-Basenpaaranteil der DNA-Sequenz sowie von der Ionenstärke und dem pH-Wert
der Lösung.
Das Schmelzen der DNA verläuft in mehreren Schritten. Zuerst brechen A- und T-reiche
Regionen auf. Als letzte Bereiche einer Sequenz dissoziieren G- und C-reiche Regionen, da
die G−C-Bindung wegen der drei (statt zwei) Wasserstoffbrückenbindungen stabiler ist, als
die A−T-Bindung (vgl. Abb. 2.8). Das Schmelzen lässt sich UV/Vis-spektroskopisch durch
die Änderung der Absorbanz der DNA-Lösung bei 260 nm Lichtwellenlänge verfolgen. Die
pi-Elektronen der DNA-Basen überlappen in der Doppelhelix, was sich in einer Reduzierung
des Absorptionskoeffizienten im Vergleich mit Einzelstrang-DNA äußert. Diese Eigenschaft
wird als Hyperchromie der DNA bezeichnet.
2.2.2 DNA in der Nanotechnologie
Über die Basensequenz ist in der DNA-Doppelhelix Information enthalten und die Sequenz-
spezifität der Watson-Crick-Basenpaarung führt zu einer Bindungsselektivität von DNA-
Einzelsträngen. Dies kann ausgenutzt werden, um DNA als programmiertes Verknüpfungs-
element für den Aufbau nanoskaliger Strukturen zu nutzen. Die DNA-Moleküle können da-
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Abbildung 2.8: Schematische Darstellung des Schmelzens eines DNA-Doppelstrangs nach [84]).
bei selbst die Zielstruktur bilden oder als Bindungsvermittler der anzuordnenden Elemente
dienen.
Voraussetzung der Anwendung in diesem Sinne ist, dass die Basensequenzen der Ein-
zelstränge so definiert und eingestellt werden können, dass eine hohe Bindungsselektivität
resultiert. Unerwünschte Wechselwirkung zwischen zwei Einzelsträngen in einem Ensem-
ble, die nicht miteinander kombinieren sollen, können durch das Sequenzdesign vermieden
werden. [88] Dazu werden die Wechselwirkungsenergien der gewählten DNA-Einzelstränge
(mittels entsprechenden Algorithmen ) berechnet. [89, 90] Durch iterative Änderungen der
Basensequenzen lassen sich dann Kreuzwechselwirkungen (Fehlpaarungen), beziehungsweise
die Kreuzwechselwirkungsenergien, reduzieren.
Die Synthese der gewünschten DNA-Sequenzen erfolgt für DNA-Oligomere mit weniger
als 100 Basenpaaren über automatisierte Festphasensynthese. [91] Dabei können außerdem
gezielt Basenmodifikationen und Funktionalisierungen der 3’- und 5’-Enden der Oligomere
vorgenommen werden. Die Synthese längerer DNA-Stränge erfolgt üblicherweise durch das
gezielte Zerschneiden von Plasmid-DNA mit Restriktionsendonucleasen und nachfolgender
Amplifikation des Zielstrangs durch die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR). [92]
Aus DNA-Einzelsträngen konnten dadurch Aggregate unterschiedlicher Morphologie (Te-
traeder, Würfel, „Nano-Acetylen“ und ähnliches) [93–96] und selbstorganisierte Gitter auf
glatten Oberflächen hergestellt werden. [97] Des weiteren konnten DNA-Stränge zur ratio-
nalen Organisation von Nanopartikeln auf Oberflächen [9, 98] oder in geometrischen Mus-
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tern [99–101] verwendet werden. Außerdem wurden „molekulare Motoren“ realisiert, die auf
sukzessiver Hybridisierung und Dehybridisierung beruhen [102, 103], um einige Beispiele zu
nennen.
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2.3 DNA-Goldnanopartikelnetzwerke
Die Arbeitsgruppen von Mirkin und Alivisatos stellten parallel 1996 die rationale Organi-
sation von Goldnanopartikeln unter Verwendung von DNA als Verknüpfungsmedium erst-
mals vor. [13, 104] Dazu wurden DNA-Einzelstränge mit definierten Basensequenz an einem
Ende mit Alkylthiolgruppen funktionalisiert. Diese wurden dann mit Goldnanopartikeln
inkubiert und durch die Ausbildung einer Au−S-Bindung auf der Nanopartikeloberfläche
immobilisiert. Diese DNA-Goldnanopartikel wurden im Folgenden durch das Hinzufügen
entsprechender komplementärer DNA-Einzelstränge in Netzwerken (Mirkin et al.) oder ent-
lang eines längeren Einzelstrangs (Alivisatos et al.) organisiert. Außerdem wurde gefunden,
dass durch die Funktionalisierung mit ssDNA-Oligomeren die Goldnanopartikel gegen Ag-
gregation durch hohe Ionenstärken geschützt werden.
Die Vernetzung nach Mirkin et al. kann auf zwei Wegen erfolgen. Zum einen können zwei
DNA-Goldnanopartikelsorten, die jeweils nicht-komplementäre Basensequenzen A und B
tragen, miteinander gemischt und durch Zugabe eines dritten, freien DNA-Einzelstrangs
A′B′, der zu A und B komplementär ist, miteinander vernetzt werden. Des weiteren können
die Sequenzen A und B komplementär zueinander sein, so dass eine direkte Vernetzung der
Partikel erfolgt. [13, 16]
Die optischen Eigenschaften dieser Goldnanopartikelnetzwerke wurden oben bereits er-
wähnt (siehe dazu 2.1.2). Über die Sequenzlänge der DNA lässt sich die räumliche Nähe der
Goldnanopartikel zueinander und damit das Ausmaß der Rotverschiebung der Plasmonen-
resonanz einstellen. Die Aggregation der Netzwerke lässt sich leicht UV/Vis-spektroskopisch
verfolgen. Üblicherweise werden dazu die Änderungen der Absorbanzen bei 260 nm (Hyper-
chromie der DNA) oder die Zunahme der Absorbanz im langwelligen Bereich des Spektrums
(etwa bei 700 nm, verursacht durch die gegenseitige Kopplung der Plasmonenresonanzen der
Einzelpartikel, siehe auch Abschnitt 2.1.2) bei Netzwerkbildung ausgenutzt. [67]
Durch Tempern der Netzwerke bei einer Temperatur knapp unterhalb des Schmelzpunkts
der verwendeten DNA-Sequenz lassen sich dichter vernetzte Aggregate herstellen [105] und
sogar Netzwerke mit einer definierten „Kristallstruktur“ gewinnen [106, 107]. Über die DNA-
Sequenzlänge der eingesetzten Partikel lässt sich darüber hinaus, ähnlich wie über das Io-
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nenradienverhältnis bei klassischen Kristallen, der Strukturtyp der erhaltenen Gitter ein-
stellen. [106] Eine weitere Möglichkeit, das Aussehen und die Struktur der resultierenden
Netzwerke zu bestimmen, besteht darin, Nanopartikel mit unterschiedlichen Durchmessern
zu verwenden. [108, 109]
Der Schmelzpunkt der Netzwerke liegt im allgemeinen höher als der Schmelzpunkt nicht
gebundener dsDNA mit identischer Basensequenz. Der Schmelzbereich (das Temperaturin-
tervall vom ersten Auftreten monomerer Spezies bis zum vollständigen Verschwinden ver-
bundener Spezies) ist bei DNA-Goldnanopartikelnetzwerken schmaler als bei nicht gebun-
dener dsDNA. Diese zwei Eigenschaften der Netzwerke wird durch einen „kooperativen Ef-
fekt“ erklärt: an der Nanopartikeloberfläche sind die einzelnen DNA-Oligomere räumlich nah
zueinander angeordnet. Dadurch kommt es bei einsetzender DNA-Hybridisierung zu einer
lokalen Erhöhung der Ionenstärke und damit zu einer weiteren Verstärkung der Bindung.
Steigt die Temperatur und dehybridisiert ein Strang, so werden die anderen Bindungen im
Gegenzug geschwächt, so dass sie ebenfalls nicht mehr stabil sind und das Netzwerk so-
mit schnell aufbricht. [110] Dieser kooperative Effekt wurde auch für Partikel mit einem
Durchmesser ab 2 nm in Kombination mit den üblicherweise für diese Versuche verwendeten
15 nm-Partikeln nachgewiesen. [109]
Der Schmelzpunkt von DNA-Goldnanopartikelnetzwerken ist nicht nur von den bereits
oben erwähnten Parametern (vgl. Abschnitt 2.2.1), sondern auch vom Radius der verwende-
ten Partikel abhängig. Begründet wird dies damit, dass es bei sinkender Oberflächenkrüm-
mung der Partikel (also steigendem Radius) zu einer Zunahme an Bindungsereignissen pro
Nanopartikel und damit zur Abnahme der Schmelztemperatur kommt. Die Änderung des
Schmelzpunkts beträgt etwa - 0,1 ◦Cnm−1 Radius. Diese Eigenschaft der Netzwerke konn-
te auch dazu genutzt werden, um eine Mischung von unterschiedlich großen Nanopartikeln
nach ihrer Größe zu trennen. [111]
Eine weitere Möglichkeit, den Schmelzpunkt der Netzwerke zu manipulieren, ist das Ein-
bringen von Intercalatoren, die die Stränge der Doppelhelix miteinander verbrücken und die
Bindung so verstärken, oder das gezielte Erzeugen von Fehlpaarungen, die zu einer Schwä-
chung der Bindung führen. Eine einfache Fehlpaarung führt zu einer so starken Änderung
des Schmelzpunktes, dass dies genutzt werden kann, um das Vorhandensein bestimmter
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Sequenzen in einer DNA-Probe zu ermitteln. [112] Liegen bei der Fehlpaarung zwei Thy-
minbasen einander gegenüber, so kann der Doppelstrang durch Hg 2+-Kationen verbrückt
werden. Dies kann ausgenutzt werden, um die Hg 2+-Konzentration [113, 114] oder in einem
kompetitiven Analyseverfahren die Cystein-Konzentration [115] einer Probe zu ermitteln.
Verschiedene DNA-Intercalatoren, die als Pharmazeutika eingesetzt werden, wurden eben-
falls verwendet, um den Schmelzpunkt der DNA-Goldnanopartikelnetzwerke zu verändern.
Es wurde vorgeschlagen, dies als Verfahren zur Beurteilung der Eignung neu syntheti-
sierter Stoffe als Medikament zur Beeinflussung der Stoffwechselvorgänge, die Interaktio-
nen mit DNA-Molekülen beinhalten, zu verwenden. [16] Darüber hinaus können DNA-
Sequenzen entwickelt werden, die bestimmte Stoffe gezielt und spezifisch binden (so ge-
nannte Aptamere). Wurden auf Adenosin und Kokain optimierte Aptamere verwendet, um
DNA-Goldnanopartikelnetzwerke aufzubauen, so konnten die Zielmoleküle in einer Probe
quantitativ erfasst werden. [15]
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Meerrettichperoxidase ist ein Enzym, das, wie der Name sagt, in den Wurzeln des Meerret-
tichs (Armoracia rusticana) gefunden wird. Es hat, wie jede Peroxidase, die Fähigkeit, in
Anwesenheit von H2O2 verschiedene Substrate zu oxidieren. Die erste wissenschaftlich doku-
mentierte Beobachtung einer solchen Reaktion stammt von Louis Antoine Planche aus dem
Jahr 1810, der Meerettichwurzelabschnitte in Guajak-Harz tauchte und eine Blaufärbung
beobachtete. [116, 117]
2.4.1 Struktur der Meerrettichperoxidase(n)
Von Meerrettichperoxidase (HRP) sind inzwischen mehrere Isoenzyme bekannt, die in fünf
Klassen eingeteilt werden. Die Klasse A enthält saure, die Klassen B und C enthalten
neutrale und die Klassen D und E basische Enzyme. [118, 119] Kommerziell erhältliche
Präparationen enthalten üblicherweise Isoenzyme der Klassen C (Hauptkomponente) und
B (Nebenkomponente), deren katalytische Eigenschaften als praktisch identisch angesehen
werden. Die Enzyme unterscheiden sich jedoch in ihrer elektrophoretischen Beweglichkeit
und können weiter nach ihren isoelektrischen Punkten (pI) in die Enzyme B1 (pI = 5, 75),
B2 (pI = 7, 15), B3 (pI = 7, 10), C1 (pI = 9, 40) und C2 (pI = 9, 63) eingeteilt werden.
Diese Enzyme besitzen über einen weiten pH-Bereich eine geringe Ladungsdichte und sie
enthalten jeweils zwei Ca 2+-Kationen und 17-21% Kohlenhydrate. [120]
Die Aminosäuresequenz der HRP C-Enzyme wurde 1976 veröffentlicht. [121] Sie enthält
300 Aminosäuren, darunter sechs Cystein- und vier Methionin-Aminosäuren. Die Röntgen-
kristallstruktur einer in E. Coli expremierten HRP wurde erst 1997 veröffentlicht (siehe
auch Abb. 2.9). [122] Die strukturelle Charakterisierung der reaktiven Zwischenstufen der
HRP (siehe auch Abschnitt 2.4.2) ist noch nicht abgeschlossen. [123]
Alle pflanzlichen Peroxidasen besitzen als aktives Zentrum (prosthetische Gruppe) eine
Häm- oder Ferriprotoporphyrin-Gruppe, das Häm b oder Ferriprotoporphyrin IX. Es besteht
aus einem Porphyrin, vier über Methingruppen verknüpften Pyrrolringen, das an den C-
Atomen 2, 7, 12 und 18 (nach IUPAC-Nomenklatur) jeweils eine Methyl-, an den C-Atomen
3 und 8 jeweils eine Vinyl- und an den C-Atomen 13 und 17 jeweils eine Propionsäure-
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Abbildung 2.9: Abbildung der Röntgenkristallstruktur von HRP. [122]
/Propionatgruppe trägt. Das Porphyrin koordiniert über die innenliegenden N-Atome ein
Fe 3+-Kation, wozu es zweifach deprotoniert ist (siehe auch Abb. 2.10).
Abbildung 2.10: Molekülstruktur des Häm b oder Ferriprotoporphyrin IX
Die Anbindung an die Aminosäurekette des Enzyms erfolgt in HRP über einen Imida-
zolring einer Histidinseitenkette, der als fünfter Ligand an das Eisenkation bindet, über
Wasserstoffbrückenbindungen der Propionatgruppen sowie über hydrophobe Wechselwir-
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kungen mit weiteren Aminosäureseitenketten. Die Häm-Gruppe ist im allgemeinen fest an
das Enzym gebunden. [124]
2.4.2 Reaktionsmechanismus der Oxidation durch HRP
Die von HRP katalysierte Oxidation eines Substrats AH mittels H2O2 wird üblicherweise
über drei Teilreaktionen beschrieben. Im ersten Schritt reagiert HRP mit H2O2 zu einem
Compound I und Wasser. Das Compound I überträgt dann ein Elektron auf ein Substrat-
moleküle AH, das zu A · oxidiert wird. Das Compound I wird dabei zum Compound II
reduziert. Das Compound II reagiert in einem zweiten Schritt mit einem weiteren Molekül
AH analog zu HRP, Wasser und A · : [124]
HRP + H2O2 −−⇀↽− Compound I + H2O (2.1)
Compound I + AH −−⇀↽− Compound II + A· (2.2)
Compound II + AH −−⇀↽− HRP + A·+H2O (2.3)
Ungewöhnlich ist, dass das in der Häm-Gruppe vorhandene Fe-Kation im Compound I
formal in der Oxidationsstufe +V und im Compound II formal in der Oxidationsstufe +IV
vorliegt. Jedoch wird auch der Porphyrinring bei der Oxidation miteinbezogen, so dass die
Ladung weiter über den gesamten Komplex verteilt wird.
Neben den bereits genannten Oxidationsstufen kann HRP auch noch in zwei weiteren
Modifikationen auftreten. Einmal mit einem Fe 3+-Kation als Zentralatom der Häm-Gruppe
und mit einem Fe 2+-Kation, an das ein Sauerstoffmolekül koordiniert ist (auch Compound
III ). Das Compound III entsteht bei einem Überschuss von H2O2 aus dem Compound II
und reagiert weiter zu HRP und einem HO2 · -Radikal. [125, 126]
Compound II + H2O2 −−⇀↽− Compound III + H2O (2.4)
Compound III −−⇀↽− HRP + HO2· (2.5)
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Übliche Substrate für HRP sind Luminol [127], Guaiacol [128], TMB [129], ABTS [130]
und eine Vielzahl weiterer oxidierbarer Verbindungen. Die Oxidation von Luminol führt zur
Fluoreszenz der Reaktionslösung bei 450 nm, während die anderen genannten Substrate eine
gefärbte Verbindung erzeugen, die dann spektroskopisch erfasst werden kann. Die Oxidation
von Guaiacol ergibt dabei einen rot-orangen (λ(max) = 470 nm), die Oxidation von TMB
einen blauen (λ(max) = 655 nm) und die Oxidation von ABTS einen grünen (λ(max) =
420 nm) Farbstoff.
2.4.3 Anwendungen von Meerrettichperoxidase
Der Umsatz der Meerrettichperoxidase ist bei Substratüberschuss direkt proportional zur
Stoffmenge des Enzyms in einer Reaktionslösung. Über intensiv gefärbte Reaktionspro-
dukte (siehe Abschnitt 2.4.2) lässt sich photometrisch somit leicht die Konzentration von
HRP bestimmen. Üblicherweise wird dabei die „Aktivität“ der Meerrettichperoxidase in
mol(Reaktionsprodukt) oder Abs(Reaktionsprodukt) pro Zeiteinheit gemessen und mit ei-
ner Eichkurve verglichen.
In der Biotechnologie wird diese Eigenschaft der Peroxidase verwendet, um das Vorkom-
men verschiedenster Zielmoleküle oder -strukturen zu ermitteln. Dazu wird antikörperkon-
jugierte Meerrettichperoxidase mit der Zielstruktur direkt oder indirekt gekoppelt und das
Vorhandensein des Enzyms wie oben beschrieben quantifiziert. Dieses Verfahren hat sich
unter dem Namen ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) etabliert. [131, 132]
HRP hat sich wegen seiner vergleichsweise guten Charakterisierung und der Vielzahl der
zur Verfügung stehenden optischen Aktivitätsassays auch zu einen Standardenzym in den
Nanowissenschaften entwickelt. So wurden bereits mehrere Arbeiten veröffentlicht, in de-
nen HRP verwendet wurde, um die prinzipielle Funktionalisierbarkeit von Werkstoffen oder
Partikeln mit enzymatischer Aktivität zu zeigen. [17, 133–137] Daher wird auch in dieser
Arbeit HRP als ein Modellenzym verwendet. Hier soll gezeigt werden, dass es möglich ist,
über die Anbindung von HRP an Goldnanopartikel und die Bestrahlung dieser Biomolekül-
Nanopartikel-Hybride mit Laserlicht die Aktivität des Enzyms photothermisch zu manipu-
lieren.
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Ziel dieser Arbeit ist es, Biomolekül-Goldnanopartikel-Hybridmaterialien zu identifizieren,
die sich für eine UV/Vis-spektroskopische Quantifizierung des mit einem Dauerstrichlaser
erzielten photothermischen Temperaturhubs ∆θ eignen. Die photothermisch induzierte Re-
aktion soll lokal begrenzt stattfinden und reversibel sein, das heißt, dass die Biomoleküle
nach der Bestrahlung weiterhin intakt sein sollen. Dazu wurden zuerst die optischen Eigen-
schaften von DNA-funktionalisierten Goldnanopartikeln untersucht. Da sich diese als nicht
hinreichend stark von der Temperatur abhängig erwiesen, wurden im folgenden Goldnano-
partikelnetzwerke untersucht. Diese zeigten die bekannte Blauverschiebung der spektralen
Lage der Plasmonenresonanz λmax bei einem Überschreiten einer Schmelztemperatur θm.
Diese konnte ausgenutzt werden, um zu zeigen, dass mittels Dauerstrichlaserbestrahlung
einer Suspension dieser Netzwerke ein laserintensitätsabhängiges Aufbrechen der Netzwerke
erreicht werden kann, auch wenn die Temperatur des nicht bestrahlten Teilvolumens der
Suspension noch unterhalb θm liegt. Dieses Aufbrechen war, wie gefordert, reversibel. Au-
ßerdem wurden erste Hinweise darauf gewonnen, dass der erzielte photothermische Effekt
von der Netzwerkgröße abhängt.
Weiterhin wurden HRP-funktionalisierte Goldnanopartikel synthetisiert, um eine mögli-
che Anwendung der photothermischen Manipulation bei enzymatischen Reaktionen zu de-
monstrieren. Dazu wurde die Temperaturabhängigkeit der von diesen Partikeln katalysierten
Oxidation von ABTS mittels H2O2 untersucht. Auch für diese Biomolekül-Goldnanopartikel-
Konjugate konnte gezeigt werden, dass es unter Dauerstrichlaserbestrahlung zu einer Akti-
vitätsänderung kommt, die auf einen Temperaturunterschied zwischen bestrahlter und nicht
bestrahlter Suspension zurückgeführt werden kann.
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3.1 Untersuchungen an dsDNA-funktionalisierten
Goldnanopartikeln
Um zu untersuchen, ob DNA-funktionalisierte Goldnanopartikel als Sensoren und Aktuato-
ren für photothermische Reaktionen geeignet sind, wurde die Temperaturabhängigkeit der
optischen Eigenschaften dieser Systeme untersucht und mit den Eigenschaften von TPPMS-
stabilisierten Goldnanopartikeln gleichen Durchmessers verglichen.
Es wurde erwartet, dass die Dehybridisierung von dsDNA (vergleiche Abb. 3.1) auf der
Goldnanopartikeloberfläche durch Veränderung der relativen Permittivität der Umgebung
der Partikel m zu einer Veränderung der Plasmonenresonanz der Partikel führt. Außerdem
sollte untersucht werden, ob die Dehybridisierung der DNA anhand ihrer Hyperchromie in
Anwesenheit der Goldnanopartikel spektroskopisch bei einer Beobachtungswellenlänge von
260 nm verfolgt werden kann.
Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der thermisch induzierten Dehybridisierung von ds-
DNA auf der Goldnanopartikeloberfläche.
Tabelle 3.1: Verwendete DNA-Sequenzen für die Untersuchungen an dsDNA-funktionalisierten
Goldnanopartikeln. [67] Zur Anbindung an Goldnanopartikel war jeweils ein Strang
am 5’-Ende hexylthiolfunktionalisiert.
Name Basensequenz
1A {HS – C6H12 –} 5’ – CGC ATT CAG GAT TCT CAA CTC GTA – 3’
1B {HS – C6H12 –} 5’ – TAC GAG TTG AGA ATC CTG AAT GCG – 3’
Um für die geplanten Photothermieexperimente geeignet zu sein, sollten die Systeme bei
einem Temperaturanstieg drastische und damit auch unter schwierigen Bedingungen mit
einem schlechten Signal-zu-Rauschen-Verhältnis detektierbare Änderungen der optischen
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Eigenschaften aufweisen. Dehybridisiert freie DNA, so kommt es zu einer sigmoidalen Än-
derung der Konzentration von Einzel- und Doppelsträngen mit der Temperatur, was sich in
einer ebensolchen Veränderung der Absorbanz bei einer Wellenlänge von 260 nm zeigt. Es
wurde erwartet, dass, wenn die Dehybridisierung auf der Goldnanopartikeloberfläche statt-
findet, ein ähnliches Verhalten entweder bei einer Wellenlänge von 260 nm oder im Bereich
der Plasmonenresonanz zu beobachten sei.
Temperaturabhängige Messungen der optischen Eigenschaften von Suspensionen von ds-
DNA-funktionalisierten Goldnanopartikeln zeigten jedoch sowohl im UV- als auch im sicht-
baren Bereich an den charakteristischen Punkten des Spektrum nur einen annähernd linea-
ren Verlauf der Absorbanzänderung. Die Absorbanz bei 260 nm Abs(260 nm) nahm zwischen
20 und 70 ◦C um etwa 10% zu, im Absorbanzmaximum, der Resonanzwellenlänge der Plas-
monenresonanz, nahm die Absorbanz Abs(λmax) im gleichen Temperaturbereich um etwa
4% ab.
Die zum Vergleich ebenfalls gemessenen Suspensionen von ssDNA-funktionalisierten und
TPPMS-stabilisierten Goldnanopartikeln zeigen ein ähnliches Verhalten für Abs(λmax), wäh-
rend Abs(260 nm) nahezu konstant blieb. (vgl. Abb. 3.2, 3.3).
Der geringe lineare Anstieg von Abs(260 nm) mit der Temperatur in Suspensionen von
dsDNA-funktionalisierten Goldnanopartikeln ist in der Literatur bisher nicht beschrieben
worden. Er trat nur bei gleichzeitigem Vorhandensein von ssDNA-funktionalisierten Gold-
nanopartikeln und einem komplementären DNA-Einzelstrang auf. Auf eine weitere Aufklä-
rung der Gründe für diese Beobachtung wurde verzichtet, da es nicht Ziel dieser Arbeit sein
sollte, die Mechanismen der DNA-Hybridisierung auf Oberflächen zu untersuchen.
Die Lage des Absorbanzmaximums der Plasmonenresonanz der dsDNA-funktionalisierten
Goldnanopartikel veränderte sich mit zunehmender Temperatur annähernd sigmoidal. Die
beobachtete Veränderung betrug jedoch nur 1 nm auf der Lichtwellenlängenskala (von 525 nm
auf 524 nm) und erfolgt in einem Temperaturbereich von etwa 40 bis 70 ◦C, was für die ge-
planten Experimente als zu wenig markant erachtet wurde (vgl. Abb. 3.4). Suspensionen von
ssDNA-funktionalisierten Goldnanopartikeln beziehungsweise von TPPMS-Goldnanopartikel
hatten im untersuchten Temperaturbereich ein Absorbanzmaximum von konstant 524 nm
und etwa 522 nm.
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Abbildung 3.2: Temperaturabhängigkeit der Absorbanz bei 260 nm von Einzelgoldnanopartikel-
suspensionen mit verschiedenen Liganden. Normiert auf Abs(20◦C) = 1.
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Abbildung 3.3: Temperaturabhängigkeit der Absorbanz am Absorbanzmaximum von Ein-
zelgoldnanopartikelsuspensionen mit verschiedenen Liganden. Normiert auf
Abs(20◦C) = 1.
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Abbildung 3.4: Temperaturabhängigkeit der spektralen Lage des Absorbanzmaximums von Ein-
zelgoldnanopartikelsuspensionen mit verschiedenen Liganden.
Um abzuschätzen, ob die beobachtete kleine Verschiebung des Absorbanzmaximums von
dsDNA-Goldnanopartikelsuspensionen auf die Dehybridisierung der dsDNA beruht, wurden
Mie-Rechnungen für ein einfaches Modellsystem durchgeführt. [138] Dazu wurden sphärische
Goldnanopartikel mit einem Durchmesser d = 15 nm in einer Matrix mit einem Brechungsin-
dex nm = 1, 335 , was einer 0,1M NaCl-Lösung entspricht [139], betrachtet (der für wässrige
Lösungen gebräuchliche Brechungsindex n ist mit der bisher im Rahmen der Erklärungen
zur Mie-Theorie verwendeten relativen Permittivität  über n2 =  verknüpft). Weiterhin
wurde eine das Partikel umhüllende Schicht mit einer Dicke r = 3nm (aus der Zunahme
des hydrodynamischen Radius von Goldnanopartikeln nach Anbindung von ssDNA [140])
betrachtet, deren Brechungsindex ns stetig erhöht wurde.
Ist ns = nm, so resultiert ein Plasmonenresonanzmaximum bei einer Wellenlänge von
λmax = 522 nm. Dies entspricht dem für TPPMS-Partikel gemessenen Wert (vgl. Abb. 3.4).
Durch die Immobilisierung von ssDNA auf der Partikeloberfläche kommt es zu einer Ver-
schiebung der spektralen Lage der Resonanz, da die ssDNA-Moleküle und die entsprechenden
Gegenionen den Brechungsindex ns erhöhen. Das experimentell beobachtete Resonanzma-
ximum λmax, ssDNA = 524 nm wird mit ns, ssDNA = 1, 375 erreicht.
Diese Erhöhung des Brechungsindex um ns, ssDNA − nm = 0, 040Einheiten diente nun als
Maß für die Erhöhung von ns bei einer vollständigen Anbindung komplementärer Einzelstrang-
29
3 Ergebnisse und Diskussion
DNA. Mit ns, dsDNA = ns, ssDNA + 0, 040 = 1, 375 + 0, 040 = 1, 415 resultiert ein Plasmonen-
resonanzmaximum λmax, dsDNA = 527 nm. (vgl. Abb. 3.5)
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Abbildung 3.5: Über Mie-Rechnungen ermittelte spektrale Lage der Plasmonenresonanz eines
Goldnanopartikels mit einem Durchmesser von 15 nm in einer 0,1M NaCl-Lösung
mit einer 3 nm dicken Schicht mit einem variablen Brechungsindex ns. Die einge-
zeichnete Linie dient der Blickführung.
Die nach den Berechnungen gefundene Verschiebung von λmax um 3nm ist größer als die
im Experiment beobachtete (1 nm, vgl. Abb. 3.4). Nimmt man jedoch an, dass die Hybridi-
sierung auf der Nanopartikeloberfläche nicht vollständig verläuft (vgl. zum Beispiel [141]),
so stimmen im Rahmen der Mess- und Modellungenauigkeiten die gemessene und die theo-
retische Verschiebung von λmax gut überein.
Unter Berücksichtigung der Fragestellung dieser Arbeit war der Einfluss der Dehybridi-
sierung der DNA bei den hier synthetisierten Goldnanopartikelsystemen zu gering, um die
erforderliche starke Änderung der optischen Eigenschaften mit der Temperatur zu bewirken.
Daher wurden keine weiteren Experimente mit diesen Partikeln durchgeführt.
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3.2 Untersuchungen an
DNA-Goldnanopartikel-Netzwerken
Da die Dehybridisierung von dsDNA auf Einzelgoldnanopartikeln eine nicht hinreichend er-
scheinende Änderung der optischen Eigenschaften der Partikelsuspensionen zur Folge hatte,
wurden im folgenden Netzwerke aus Goldnanopartikeln, die über dsDNA miteinander ver-
knüpft waren, untersucht. Aufgrund der starken dipolaren Kopplung der Goldnanopartikel-
plasmonen in einem solchen Netzwerk war eine starke Änderung der optischen Eigenschaften
der untersuchten Suspensionen zu erwarten. [66] Außerdem verengt sich der Schmelzbereich
der DNA in solchen Netzwerken zu einer Breite von etwa 4 ◦C, während er bei normaler
dsDNA mehr als 10 ◦C beträgt. [109]
Abbildung 3.6: Schematische Darstellung der Vernetzung von DNA-funktionalisierten Goldna-
nopartikeln
Außerdem wurde die Basensequenz der verwendeten DNA-Oligomere verändert (verglei-
che Tab. 3.2). Sie enthielt nun eine A10-spacer -Sequenz zwischen Thiofunktionalisierung am
3’-Ende und der neunbasigen kodierenden Sequenz. Da die kodierende Sequenz AT-reich
war, wurde ein niedriger Schmelzpunkt der DNA erreicht, so dass in den geplanten Ver-
suchen niedrigere Temperaturen als in den bisher vorgestellten Experimenten verwendet
werden konnten. Dies führte zu einer Verringerung von Verdunstung des Wassers und zur
Vermeidung des Austreibens gelöster Gase, wie Kohlendioxid oder Sauerstoff.
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Tabelle 3.2: Verwendete DNA-Sequenzen für die Untersuchungen an DNA-Goldnanopartikel-
Netzwerken. [16] Zur Anbindung an Goldnanopartikel waren die Oligomere am 3’-
Ende thiolfunktionalisiert.
Name Basensequenz
2A 5’ – TAA CAA TAA A10 – 3’ – C3H6 – SH
2B 5’ – TTA TTG TTA A10 – 3’ – C3H6 – SH
3.2.1 Auswahl der Beobachtungsgröße in der
UV/Vis-Spektroskopie
Bei der Synthese der DNA-Goldnanopartikel-Netzwerke wird üblicherweise so verfahren,
dass äquimolare Mengen von zwei Sorten DNA-funktionalisierter Goldnanopartikel, die je-
weils komplementäre DNA-Sequenzen tragen, miteinander vermischt werden. Ist die Tem-
peratur der Suspension hinreichend niedrig, so kommt es zur Hybridisierung der DNA und
damit zu einer Verknüpfung von Nanopartikeln. Da diese Nanopartikel polyvalent sind – sie
tragen etwa 40 DNA-Oligomere [105, 140] – kommt es immer wieder zu Verknüpfungereig-
nissen, bis die Netzwerke so groß sind, dass sie durch die Brownsche Molekularbewegung
nicht mehr in Suspension gehalten werden können und als Niederschlag ausfallen.
Dieses beständig fortschreitende Wachstum ließ sich UV/Vis-spektroskopisch abbilden.
Dabei zeigten sich auch hier die bekannten Charakteristika. Die Absorbanz im Maximum
nimmt zuerst zu, um dann wieder abzunehmen, die spektrale Lage des Absorbanzmaxi-
mums verschiebt sich um bis zu 30 nm in den längerwelligen Bereich und die Absorbanz im
langwelligen Bereich des Spektrums nimmt zu.
Für die hier angestellten Untersuchungen war zu entscheiden, welche dieser Größen be-
trachtet werden sollte, um die Netzwerkgröße UV/Vis-spektroskopisch abzubilden. Üblicher-
weise wird in der Literatur die Absorbanz bei 700 nm betrachtet [13, 142]. Wie in Abb. 3.7 zu
erkennen ist, ist die Zunahme der Absorbanz bei dieser Wellenlänge zu Beginn der Vernet-
zung jedoch gering und nimmt mit fortschreitender Zeit stärker zu. Im Bereich des Absor-
banzmaximums kommt es bei zunehmender Vernetzung erst zu einer Zunahme und später
zu einer Abnahme der Absorbanz, so dass dieser Wert allein ebenfalls nicht geeignet ist, die
Vernetzung zu verfolgen.
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Abbildung 3.7: Änderung der Absorbanz bei verschiedenen Wellenlängen und der spektralen La-
ge des Absorbanzmaximums der Plasmonenresonanz mit zunehmender Vernet-
zungszeit.
Die spektrale Lage des Absorbanzmaximums λmax nimmt, solange sich die Netzwerke in
Dispersion befinden, jedoch mit zunehmender Vernetzungszeit stetig und gleichmäßig zu.
Daher wurde diese Größe gewählt, um die Vernetzung zu beobachten. Zur Bestimmung des
Absorbanzmaximums wurde jeweils die Ableitung des Spektrums gebildet und der Nullpunkt
der resultierenden Kurve ermittelt. Ein weiterer Vorteil dieses Vorgehens ist, dass λmax
unabhängig von Veränderungen der Basislinie des Spektrums ist.
3.2.2 Korrelation der Verschiebung der Plasmonenbande mit der
Netzwerkgröße
Um aus der spektralen Lage des Absorbanzmaximums λmax ein (semi-)quantitatives Maß
für die Netzwerkgröße zu erhalten, wurden im Rahmen der Diplomarbeit von Katrin Wit-
ten DLS-Messungen an den Netzwerklösungen vorgenommen. [140] Aus diesen Messungen
ließ sich die zeitabhängige Entwicklung des hydrodynamischen Radius Rh bestimmen (vgl.
Abb. 3.8). Diese Werte wurden mit der zeitabhängigen Entwicklung von λmax korreliert.
Dabei zeigte sich, dass die Vernetzungstemperatur offenbar einen Einfluss auf die resultie-
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rende Netzwerkstruktur hat, da knapp unterhalb der Schmelztemperatur θm = 31 ◦C der
Netzwerke die Rotverschiebung von λmax mit zunehmendem Rh stärker ausgeprägt war,
als 6 ◦C davon entfernt (Abb. 3.9). Diese Beobachtung lässt sich durch ein „Sintern“ der
Netzwerke erklären. Bei Temperaturen im Bereich des Schmelzpunkts „atmet“ die DNA
verstärkt, so dass sich die Bindungen zwischen zwei Partikeln mit höherer Wahrschein-
lichkeit lösen und wieder schließen. Dabei können sich die Partikel neu zueinander ori-
entieren und thermodynamisch günstige Positionen einnehmen. Günstige Konfigurationen
sind in diesem Fall möglichst dichte Strukturen, da diese eine hohe Zahl an geschlossenen
DNA-Doppelhelices aufweisen. [143] Kürzlich veröffentlichte Arbeiten zur Strukturierung
von DNA-Goldnanopartikel-Netzwerken kommen zu ähnlichen Ergebnissen und verwenden
ein identisches Erklärungsmodell. [106, 107, 144]
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Abbildung 3.8: Hydrodynamischer Radius Rh der DNA-Goldnanopartikel-Netzwerke in Abhän-
gigkeit von der Vernetzungszeit (DLS, Streuwinkel 90 ◦C).
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Abbildung 3.9: Korrelation des Absorbanzmaximums der Plasmonenresonanz mit dem hydrody-
namischen Radius Rh (DLS, Streuwinkel 90 ◦C).
3.2.3 Temperaturabhängige optische Eigenschaften der
DNA-Goldnanopartikel-Netzwerke
Um die geplanten photothermischen Experimente bewerten zu können, mussten zuerst die
temperaturabhängigen optischen Eigenschaften der DNA-Goldnanopartikel-Netzwerke be-
stimmt werden. Dazu wurden die frisch hergestellten Netzwerklösungen spektroskopisch ver-
messen und über einen temperierbaren Küvettenhalter mit einer Heizrate von 0,5 ◦Cmin−1
von 20 auf 50 ◦C erwärmt. Dabei zeigte sich das bekannte optische Verhalten der DNA-
Goldnanopartikel-Netzwerke (vgl. auch [145]):
Die Abhängigkeit von λmax von der Temperatur für ein exemplarisches Experiment ist
in Abb. 3.10 in einer so genannten Schmelzkurve dargestellt. Zuerst verstärkte sich die
Rotverschiebung der Plasmonenbande mit der Zeit bis zu einer Temperatur θm,Beginn von
28,0 ◦C und einem Absorbanzmaximum λmax von 539 nm. Die Schmelztemperatur θm be-
trug 30,7 ◦C. Bei einer Temperatur θm,Ende von 31,9 ◦C war, mit einem Absorbanzmaximum
λmax von 526 nm, der Schmelzvorgang abgeschlossen. Das Spektrum entsprach ab dieser
Temperatur dem der unvernetzten DNA-funktionalisierten Goldnanopartikel.
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θm,Beginn und θm,Ende wurden hier jeweils über die erste Nullstelle der ersten Ableitung
vor beziehungsweise nach dem Schmelzbereich der Schmelzkurven bestimmt (siehe auch
Abb. 3.11). Die Halbwertsbreite der ersten Ableitung der Schmelzkurve ∆θm, die ebenfalls
ein Maß für die Schärfe des Schmelzvorgangs ist, betrug 1,7 ◦C. Um Beginn und Ende des
Schmelzvorgangs später getrennt voneinander diskutieren zu können, wurde diese Größe
zugunsten von θm,Beginn und θm,Ende nicht weiter erhoben.
Beim darauf erfolgten Abkühlen auf 20 ◦C, mit einer Kühlrate von etwa 0,5 ◦Cmin−1, zeig-
te sich ab einer Temperatur von etwa θm,Beginn wieder eine Rotverschiebung der spektralen
Lage des Absorbanzmaximums, die Netzwerke bildeten sich also zurück. Dies geschah je-
doch so langsam, dass bei einer Temperatur von 20 ◦C nur ein Absorbanzmaximum λmax von
530 nm erreicht wurde. Wurde die Suspension weiter bei 20 ◦C temperiert, so erreichte sie
nach 30min wieder ein Absorbanzmaximum wie zu Beginn des Heiz- und Abkühlvorgangs.
 526
 528
 530
 532
 534
 536
 538
 540
 20  22  24  26  28  30  32  34  36  38  40
? m
ax
 / 
nm
θ / °C
θm, Beginn
θm
θm, Ende
Abbildung 3.10: Schmelzkurve der DNA-Goldnanopartikel-Netzwerke. Heiz- und Kühlrate:
0,5 ◦Cmin−1.
−: Schmelzkurve
−: Abkühlkurve
Wurden sechs der oben beschriebenen Schmelzkurven hintereinander aufgenommen, so
wurde beobachtet, dass, wenn das zur Spektroskopie verwendete Weißlicht dauerhaft die
Suspension beschien, θm mit jedem weiteren Schmelzexperiment stetig abnahm. Diese Ab-
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Abbildung 3.11: Ableitung der in Abb. 3.10 gezeigten Schmelzkurve nach der Temperatur. Ein-
gezeichnet sind die Bestimmungen von θmBeginn, θm, θmEnde und ∆θm.
nahme konnte reduziert werden, indem das Weißlicht durch Hinzufügen einer automatisch
angesteuerten Blende nur während des Messvorgangs durch die Suspension geführt wurde
(Abb. 3.12). Offenbar wurden die DNA-Goldnanopartikel durch das Licht verändert.
Das Ersetzen der Blende durch einen Filter, der nur Licht mit Wellenlängen größer
als 350 nm hindurch ließ, führte ebenfalls zu einem konstanten θm ≈ 30, 5◦ der DNA-
Goldnanopartikel-Netzwerke während sechs Schmelzpunktbestimmungen. Dies zeigt, dass
die Abnahme der Schmelzpunkte durch den UV-Anteil des Weißlichts hervorgerufen wurde.
In einer der verwendeten DNA-Sequenzen folgen an drei Stellen zwei Thymin-Basen aufein-
ander. In der Literatur wird beschrieben, dass diese Basenfolge sehr leicht durch UV-Licht
beschädigt werden kann. [146] Dies legt den Schluss nahe, dass die Veränderung der Schmelz-
punkte der DNA-Goldnanopartikel-Netzwerke durch eine Schädigung dieser DNA-Sequenz
hervorgerufen wurde.
Auf eine Veränderung der DNA-Sequenz wurde verzichtet, da durch den hohen AT-Anteil
der Sequenz ein niedriger Schmelzpunkt der Netzwerke gewährleistet wurde. Dies war wich-
tig für die weiteren Experimente, da dadurch hohe Temperaturen und damit einhergehend
Verdunstung und Ausgasen des Wassers verhindert werden konnten. Eine Beobachtung des
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Abbildung 3.12: Änderung des Schmelzpunktes der DNA-Goldnanopartikel-Netzwerke durch
UV-Bestrahlung. Gezeigt sind jeweils sechs aufeinander folgenden gemessene
Schmelzpunkte. Die Linien dienen der Blickführung.
t: mit UV-Bestrahlung
s: mit reduzierter UV-Bestrahlung durch automatisch angesteuerte Blende
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Schmelzverhaltens der Netzwerke anhand der Hyperchromie bei 260 nm Lichtwellenlänge
ist zwar möglich, aber für die Analyse der Netzwerkbildung nicht notwendig, da, wie oben
(Abschnitt 3.2.1) bereits beschrieben, mit λmax ein gut zugänglicher und zuverlässiger Be-
obachtungsparameter zur Verfügung stand.
3.2.4 Photothermische Kontrolle des Schmelzverhaltens von
DNA-Goldnanopartikel-Netzwerken
Nachdem die DNA-Goldnanopartikel-Netzwerke hinsichtlich ihrer thermooptischen Eigen-
schaften charakterisiert waren, konnten sie im photothermischen Experiment eingesetzt wer-
den. Es wurden zwei verschiedene Experimente durchgeführt. Zum einen wurde eine DNA-
Goldnanopartikel-Netzwerk-Suspension, die auf 24,5 ◦C temperiert war, spektroskopisch ver-
messen, bis ihr Absorbanzmaximum bei etwa 540 nm lag. Dann wurde ein fokussierter Dau-
erstrichlaser unterschiedlicher Intensität colinear mit dem Weißlicht in die Suspension ge-
führt. Nach 10 s wurde der Laser jeweils ausgeblendet und während 1 s ein Spektrum der
Suspension aufgenommen. Dieser Wechsel von Laserbestrahlung und Spektroskopie wurde
400 mal wiederholt. Danach wurde der Laser ausgeschaltet und die Suspension für mindes-
tens 200min weiter spektroskopisch vermessen.
Zur weitergehenden Quantifizierung des photothermisch erzeugten Temperaturhubs wur-
den wieder sechs aufeinander folgende Schmelzkurven wie oben beschrieben (Abschnitt 3.2.3)
aufgenommen. Dabei wurde während der dritten und vierten Messung jeweils der Laser wie
im vorhergehenden Experiment hinzugeschaltet.
3.2.4.1 Photothermisches Schmelzen der DNA-Goldnanopartikel-Netzwerke
Wurden die Netzwerke bei einer Temperatur von 24,5 ◦C mit Laserlicht bestrahlt, so kam
es zu einer Blauverschiebung der spektralen Lage des Absorbanzmaximums. Bei allen Ver-
suchen war ein schnelles, exponentielles Abklingen der spektralen Lage des Absorbanzma-
ximums zu beobachten. Bei einer Laserintensität I = 5kWcm−2 erreichten die Spektren
während des Versuchs noch nicht das Aussehen der Spektren von ssDNA-Goldnanopartikel-
suspensionen. Bei Laserintensitäten I = 10 kWcm−2 und 15 kWcm−2 resultierten jedoch in
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Abbildung 3.13: Schematische Skizze des Messaufbaus zur in situ-Spektroskopie photothermisch
manipulierter Nanopartikel.
weniger als 10min Spektren mit Werten für λmax, die denen der eingesetzten DNA-Goldna-
nopartikelsuspensionen glichen (Abb. 3.14).
Nach Ausschalten des Lasers nach 400 Messungen, das entspricht etwa 75min, kam es wie-
der zu einer Rotverschiebung von λmax. Zuerst war bei Laserleistungen von 5 und 10 kWcm−2
eine Rotverschiebung um 5nm innerhalb von etwa 10min zu beobachten. Dies ist vermutlich
darauf zurückzuführen, dass außerhalb des vom Laser bestrahlten und durch Spektroskopie
analysierten Volumens größere Netzwerke vorliegen, die durch Diffusion nun in das spek-
troskopisch vermessene Volumen hineindiffundieren. Dies ist ein Hinweis darauf, dass das
photothermische Schmelzen der DNA-Goldnanopartikel lokal auf das bestrahlte Volumen
beschränkt ist. Im folgenden findet eine weitere Vernetzung der Goldnanopartikel statt, bis
die spektrale Lage der Plasmonenresonanz wieder den Wert vor der Laserbestrahlung er-
reicht. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die DNA-Goldnanopartikel durch die Bestrahlung
nicht geschädigt wurden und die DNA-Sequenz intakt ist.
Über ein Thermoelement wurde jeweils die Temperatur der Suspension außerhalb des
Laserfokus θmacro bestimmt. Nach jeweils etwa 6min hatte sich die Maximaltemperatur
eingestellt (Abb. 3.15). Der Temperaturverlauf über die vollständigen drei Experimente ist in
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Abbildung 3.14: Laserinduziertes Aufschmelzen von DNA-Goldnanopartikel-Netzwerken mit va-
riierten Laserintensitäten. Der Laser wurde bei t = 0 zugeschaltet.
Abb. 3.16 wiedergegeben, die Maximaltemperaturen in Tabelle 3.3. In keinem der Versuche
wurde in der Suspension außerhalb des Laserfokus die Schmelztemperatur der Netzwerke
erreicht, so dass davon ausgegangen werden kann, dass es dort nicht zu einem Aufschmelzen
der Netzwerke kam. Die leichte Abnahme der Temperatur unter Laserbestrahlung bei einer
Laserintensität von 10 und 15 kWcm−2 während der Bestrahlung lässt sich dadurch erklären,
dass es durch das Aufschmelzen der DNA-Goldnanopartikel-Netzwerke zu einer leichten
Abnahme der Absorbanz der Suspension bei der Laserwellenlänge λ = 532 nm kam, womit
ein geringerer Energieeintrag einherging.
Tabelle 3.3: Maximaltemperatur θmacro bei Bestrahlung einer Goldnanopartikelsuspension mit
einem cw -Laser in Abhängigkeit von der Laserleistung I
I / kWcm−2 θmacro / ◦C
0 24,5
5 26,4
10 28,3
15 30,2
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Abbildung 3.15: Verlauf der Temperatur θmacro zu Beginn des photothermischen Schmelzens bei
variierten Laserintensitäten. Der Laser wurde bei t = 0 zugeschaltet.
Abbildung 3.16: Verlauf der Temperatur θmacro während des photothermischen Schmelzens bei
variierten Laserintensitäten. Der Laser wurde bei t = 0 zugeschaltet.
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3.2.4.2 Einfluss der Laserbestrahlung auf das
Schmelzpunktbestimmungsexperiment
Im weiteren wurde überprüft, wie sich Laserbestrahlung auf die Beobachtungsparameter
in den Schmelzpunktbestimmungsexperimenten auswirkt. Dazu wurden die Netzwerksus-
pensionen sechs aufeinander folgenden Aufheiz-Abkühl-Zyklen unterzogen, mit jeweils einer
Temperierungszeit tw von 30min bei 20 ◦C Thermostattemperatur. Im dritten und vierten
Zyklus wurde jeweils der Laser mit einer Intensität von 5 kWcm−2 zugeschaltet. Repräsen-
tative Darstellungen der Temperaturabhängigkeit der während dieser Schmelzexperimente
erhaltene Absorbanzmaxima sind in Abb. 3.17 gezeigt.
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Abbildung 3.17: Bestimmung des effektiven Temperaturhubs im spektroskopisch vermessenen
Suspensionsvolumen. Gezeigt sind drei Schmelzkurven. s: vor Laserbestrah-
lung, t: während Laserbestrahlung, u: nach Laserbestrahlung. Die Ausgleichs-
kurven sind angepasste logistische Funktionen und dienen der Blickführung.
Die Schmelzkurven vor und nach Laserbestrahlung zeigen den bekannten scharfen Ver-
lauf des Schmelzens der DNA-Goldnanopartikel-Netzwerke. Der Schmelzbereich beginnt bei
θm,Beginn = 29, 7
◦C und endet bei θm,Ende = 32, 3 ◦C. Der Schmelzpunkt liegt in beiden Fäl-
len bei θm = 31, 1 ◦C. Dies zeigt auch hier, dass die Bestrahlung der Partikel mit Laserlicht
nicht zu einer Schädigung der Goldnanopartikel oder der DNA-Sequenz führt.
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Um zu überprüfen, ob sich die Morphologie der Goldnanopartikel durch die Laserbe-
strahlung ändert, wurden REM-Aufnahmen einer bestrahlten Probe mit denen einer unbe-
strahlten Probe verglichen (vgl. Abb. 3.18). Der Durchmesser der Partikel liegt in beiden
Aufnahmen bei 14,8 ± 1,5 nm. Bei beiden Proben wurden Aggregate von Goldnanopartikeln
beobachtet, die auf eine Vernetzung durch DNA-Hybridisierung hindeuten.
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Abbildung 3.18: Repräsentative REM-Aufnahmen der DNA-Goldnanopartikel Netzwerke. links:
DNA-Goldnanopartikelnetzwerke ohne Laserbestrahlung. rechts: DNA-Goldna-
nopartikelnetzwerke nach vier Schmelzexperimenten unter Laserbestrahlung.
Unter Laserbestrahlung liegt θm,Beginn jedoch bei 26,1 ◦C. θm,Ende findet sich auch hier
bei 32,3 ◦C. Das Aufschmelzen der Netzwerke erfolgt also weniger scharf als üblich. Der
Schmelzpunkt liegt hier bei θm = 28, 8 ◦C und damit 1,3 ◦C unter dem zuvor bestimmten
(Abb. 3.19). Diese scheinbare Abnahme des Schmelzpunktes θm ist ein weiterer Beleg dafür,
dass die Erwärmung in dem bestrahlten Suspensionsvolumen größer ist, als die der gesam-
ten Küvette. Im spektroskopisch vermessenen Teilvolumen der Netzwerksuspension herrscht
also eine Temperatur θmicro, die größer ist als die im nicht bestrahlten Bereich gemessene
Temperatur θmacro.
Das frühere Einsetzen des Schmelzvorgangs deutet darauf hin, dass die Temperaturer-
höhung in den DNA-Goldnanopartikel-Netzwerken abhängig von der Netzwerkgröße ist:
es ist davon auszugehen, dass in den verwendeten Suspensionen verschieden große DNA-
Goldnanopartikel-Netzwerke vorliegen. Bei konstanter Nanopartikel- beziehungsweise Wär-
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Abbildung 3.19: Vergleich der ermittelten Schmelztemperaturen für DNA-Goldnanopartikelnetz-
werke. t: ohne Laserbestrahlung, s: mit Laserbestrahlung während des dritten
und vierten Schmelzvorgangs. Die Linien dienen der Blickführung.
θmacro
θmicro
Abbildung 3.20: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Temperaturbereiche in der be-
strahlten Netzwerksuspension. θmacro wurde außerhalb des bestrahlten Volu-
mens mit einem Thermoelement gemessen. Im bestrahlten Teilvolumen herrscht
θmicro.
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mequellendichte im Netzwerk hängt die Temperatur im Netzwerk vom relativen Ausmaß
des Wärmeaustauschs mit der Umgebung ab. Dieses ist in großen Netzwerken geringer, da
dort das Verhältnis von Netzwerkvolumen und netzwerkumhüllender Fläche (über die die
Energie abgegeben wird) größer ist als in kleinen Netzwerken.
FEM-Rechnungen von Max Reismann [147] ergaben ebenfalls, dass in größeren Netzwer-
ken durch Wärmeakkumulation größere Temperaturhübe erreicht werden können. Um diese
Vermutung zu stützen, wurde ein weiteres Schmelzexperiment durchgeführt. Dabei wurde
die Temperierzeit tw jeweils unterschiedlich lang gewählt, so dass durch die jeweils unter-
schiedlich lange Aggregationszeit unterschiedlich große Netzwerke während der Heizphase
des Experiments vorlagen.
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Abbildung 3.21: Schmelzkurven von unterschiedlich großen Netzwerken unter Laserbestrahlung.
Die Netzwerkgröße wurde variiert durch die Temperierzeit tw bei 20 ◦C.
In Abb. 3.21 sind die resultierenden Schmelzkurven dargestellt. An den Kurven ist zu
erkennen, dass mit zunehmender Rotverschiebung der spektralen Lage des Absorbanzmaxi-
mums vor dem Schmelzvorgang, also auch mit zunehmender Netzwerkgröße, der Schmelz-
bereich bei einer Temperatur θm,Beginn immer früher einzusetzen beginnt, jedoch immer bis
zu einer Temperatur θm,Ende von etwa 32,7 ◦C reicht (vgl. Tab. 3.4 und Abb. 3.22).
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Auch diese Ergebnisse legen nahe, dass es bei der Bestrahlung der DNA-Goldnanopartikel-
Netzwerke zu einer netzwerkgrößenabhängigen scheinbaren Schmelzpunktänderung ∆θ und
zur Wärmeakkumulation in den Netzwerken kommt. Eine mögliche Deutung dieser Beobach-
tung ist, dass große Netzwerke heiß werden und zu kleineren Netzwerken zerbrechen. Diese
wiederum werden nicht so heiß, dass die DNA schmilzt und es bedarf externen Heizens, um
diese Netzwerke aufzuschmelzen. Liegen nur noch oligomere Aggregate in der Suspension
vor, so ist der resultierende Temperaturhub gering und sie verhalten sich wie unbestrahlte
Aggregate, so dass das Ende des Schmelzbereichs dem der unbestrahlten Netzwerke ent-
spricht.
Tabelle 3.4: Unterschiedlich große DNA-Goldnanopartikel-Netzwerke und ihr Schmelzen unter
Laserbestrahlung. Als Referenz dient eine Messung der selben Suspension ohne La-
serbestrahlung
ttemp / min λmax,max / nm θm,Beginn / ◦C θm,Ende / ◦C θm / ◦C
20 525,8 26,9 32,8 30,6
30 527,0 25,7 32,7 30,4
60 529,5 25,3 32,6 30,2
120 534,1 25,1 32,6 30,1
Referenz 528,9 30,9 33,1 32,3
3.2.4.3 Untersuchung zur Laserwellenlängenspezifität der photothermischen
Experimente
Um zu überprüfen, ob die Beobachtungen in den Schmelzexperimenten unter Laserbestrah-
lung tatsächlich aus dem Energieeintrag durch Licht sowie Anregung und Zerfall der Plasmo-
nenpolaritonen resultieren, wurden ebenfalls sechs aufeinander folgende Schmelzexperimente
durchgeführt. Dabei wurde im dritten und vierten Durchlauf ein Laser, dessen Wellenlänge
750 nm betrug, mit einer Intensität von wieder 5 kWcm−2 zugeschaltet.
Hier ergab sich keine Änderung der Schmelzkurven der DNA-Goldnanopartikel-Netzwerke.
Die Schmelzpunkte lagen bei allen Experimenten bei 32,5 ◦C (vgl. auch Abb. 3.23). Zur pho-
tothermischen Anregung von Goldnanopartikeln nach dem in dieser Arbeit beschriebenen
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Abbildung 3.22: Auftragung der charakteristischen Temperaturen der Kurven in Abb. 3.21 gegen
die höchste beobachtete Lage der Plasmonenresonanz λmax,max. −: θm,Beginn, −:
θm, −: θm,Ende. Die Linien dienen der Blickführung.
Prinzip ist also Laserlicht einer Wellenlänge notwendig, die im Bereich der Resonanzwellen-
länge der verwendete Nanopartikelsysteme liegt.
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Abbildung 3.23: Schmelzkurven der DNA-Goldnanopartikel-Netzwerke. Gezeigt sind drei exem-
plarische Schmelzkurven.
3.3 Untersuchungen an HRP-Goldnanopartikeln
Meerrettichperoxidase (HRP) ist ein Standardenzym der Biochemie und es wurden bereits
mehrere spektroskopische Methoden entwickelt, um die Aktivität dieses Enzym zu verfol-
gen [127–130]. Daher schien es vielversprechend, dieses Enzym in photothermischen Experi-
menten einzusetzen, um zu untersuchen, ob und wie sich das Prinzip der photothermischen
Anregung auf eine enzymatische Reaktion anwenden lässt. Ein Teil der in diesem Kapitel
dargestellten Ergbenisse wurde bereits an anderer Stelle veröffentlicht [148]
ABTS, H O2 2
+ABTS· , H O2
AuNP
HRP
Abbildung 3.24: Schematische Darstellung einer durch HRP-Goldnanopartikel katalysierten Oxi-
dationsreaktion.
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3.3.1 Funktionalisierung von Goldnanopartikeln mit HRP
Die Aminosäuresequenz von Meerrettichperoxidase beinhaltet vier Methionin- und acht Cy-
steinaminosäuregruppen. Die Cysteinaminosäuregruppen bilden untereinander vier Disul-
fidbrücken aus. [149] Es konnte gezeigt werden, dass sich Disulfide und Thioethergruppen
unter Aufbrechen der S−S- oder einer C−S-Bindung auf Goldoberflächen immobilisieren
lassen. [53, 54, 150] Daher konnte davon ausgegangen werden, dass das Enzym kovalente
Bindungen mit Goldoberflächen eingehen kann. Diese Vermutung wird weiterhin dadurch
unterstützt, dass einige Arbeitsgruppen darüber berichten, dass HRP sich ohne weitere
Kopplungsreaktionen unter Beibehaltung der enzymatischen Aktivität an Goldoberflächen
oder Goldnanopartikeln immobilisieren lässt. [134–137]
Um eine stabile Nanopartikelsuspension nach der Funktionalisierung mit HRP zu erhalten,
muss jedoch gewährleistet werden, dass keine unspezifischen Wechselwirkungen zwischen den
funktionalisierten Partikeln auftreten. Außerdem scheint es plausibel, dass ein Enzym, da
es vier Disulfidbrücken aufweist, Partikel in Suspension miteinander vernetzen kann.
Wurden citratstabilisierte Goldnanopartikel mit einem Durchmesser von 15 nm mit HRP
in Phosphatpuffer mit einem pH = 7, 5 inkubiert, so kam es nach 3 d zu einem violet-
ten, nicht redispergierbaren Niederschlag der Goldnanopartikel. Wurde der HRP-Lösung,
die zu der Goldnanopartikelsuspension gegeben wurde, 1Vol% des nichtionischen Tensids
TWEEN20 R© zugesetzt, so unterblieb der Niederschlag und die Suspension behielt ihre rote
Farbe.
Zur Überprüfung, ob die Enzyme tatsächlich auf der Nanopartikeloberfläche immobilisiert
waren und die katalytische Aktivität des Enzyms nach Anbindung an die Goldnanoparti-
kel erhalten blieb, wurde ein Teil einer HRP-Goldnanopartikelsuspension in einer Oxidati-
onsreaktion eingesetzt und das Entstehen des Oxidationsprodukts UV/Vis-spektroskopisch
verfolgt. Als Substrate dienten dabei Guaiacol oder ABTS. Danach wurde die HRP-Goldna-
nopartikel-Suspension zentrifugiert, bis der Überstand farblos war. Dieser Überstand wurde
dann ebenfalls einer Oxidationsreaktionslösung zugesetzt und die resultierende Mischung
wurde wieder spektroskopisch vermessen.
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Dabei zeigte sich an der Zunahme der Absorbanz, die durch die Oxidationsprodukte
erzeugt wird, dass die HRP-Goldnanopartikelsuspensionen enzymatisch aktiv waren. Die
Überstände der Zentrifugationen zeigten keine oder nur eine sehr geringe Aktivität (Abb. 3.25).
Es kann also davon ausgegangen werden, dass das Enzym auf der Goldnanopartikeloberflä-
che immobilisiert werden konnte und dort aktiv blieb.
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Abbildung 3.25: Nachweis der Anbindung von HRP auf der Goldnanopartikeloberfläche mittels
des ABTS-Assays. Die Absorbanzen bei t = 0 sind aufgrund der Referenzierung
auf die verwendete Substrat-Puffer-Lösung unterschiedlich und nicht Null.
Um zu bestimmen, wie viel HRP auf den Goldnanopartikeln immobilisiert war, wurden
ABTS-Assays mit freier HRP und mit HRP-Goldnanopartikeln bei 20 ◦C durchgeführt. Die
Aktivität einer Probenlösung ergab sich aus der Steigung der Zunahme der Absorbanz der
Probenlösung bei 420 nm während der ersten 150 s der Oxidationsreaktion. Dabei ergab sich
für ungebundene HRP der erwartete lineare Zusammenhang von Aktivität und Konzentra-
tion (vgl. Abb. 3.26). Die Aktivität von 100µL HRP-Goldnanopartikelsuspension entsprach
der von 10µL ungebundener HRP mit einer Konzentration von 0,0007mgmL−1 (das ent-
spricht 0, 6 · 10−3 u im Pupurogallin-Assay nach Herstellerangaben).
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Abbildung 3.26: Konzentrationsabhängigkeit der Aktivität von Meerrettichperoxidase im ABTS-
Assay. Die Aktivität von 100µL HRP-Goldnanopartikelsuspension entsprach
der von 10µL ungebundener HRP mit einer Konzentration von 0,0007mgmL−1
3.3.2 Reaktionsparameter und Temperaturabhängigkeit der
HRP-Goldnanopartikel-katalysierten Oxidation von ABTS
Um beurteilen zu können, ob beziehungsweise wie sich die Laserbestrahlung von HRP-
Goldnanopartikeln auf die Enzymaktivität auswirkt, muss die Temperaturabhängigkeit der
verwendeten Oxidationsreaktion bekannt sein. Daher wurde die Oxidation von ABTS bei
mehreren Temperaturen verfolgt. Dabei zeigte sich bei den aus der Literatur entnommenen
Eduktkonzentrationen, dass es bei höheren Temperaturen mit der Zeit zu einem Abbau des
farbigen Reaktionsprodukts kam (Abb. 3.27).
Kadnikova et al. berichteten für silikatpartikelgebundene Meerrettichperoxidase ebenfalls
von einer „Rückreaktion“. [151] Sie fanden, dass das Ausmaß der Rückreaktion von dem
Stoffmengenverhältnis von ABTS und Wasserstoffperoxid bestimmt wird. Daher wurden
Oxidationsreaktionen bei 35 ◦C mit unterschiedlichen Eduktkonzentration durchgeführt. Um
die Ergebnisse vergleichen zu können, wurde an die resultierenden Absorbanz-Zeit-Kurven
in den ersten 300 s des Experiments die Funktion
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Abbildung 3.27: Temperaturabhängigkeit der Aktivität von goldnanopartikelgebundener HRP.
Mit zunehmender Temperatur trat ohne Optimierung der Versuchsbedingun-
gen bei langen Rektionszeiten der Abbau des Reaktionsprodukts, zu erkennen
anhand der absinkenden Absorbanz Abs420nm, immer stärker auf.
t: θ = 20, 5 ◦C
s: θ = 24, 5 ◦C
u: θ = 29, 5 ◦C
n: θ = 34, 0 ◦C
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Abs420 nm(t) = a∞ · (1− e t−τ ) + b (3.1)
angepasst. Der Parameter a∞ ist ein Maß für die Höhe der während der Reaktion er-
reichten Absorbanz bei 420 nm. τ ist ein Maß für die Geschwindigkeit, mit der a∞ erreicht
wird. Mit dem Parameter b wird berücksichtigt, dass die Absorbanz-Zeit-Kurven nicht im
Koordinatenursprung beginnen, was durch die Absorbanz der Goldnanopartikel verursacht
wird.
In anderen enzymkinetischen Untersuchungen wird üblicherweise der Beginn der Umsatz-
Zeit-Kurve an einen linearen Verlauf angepasst. Daraus resultieren Anfangsreaktionsge-
schwindigkeiten, die für die Berechnungen der Michaelis-Menten-Konstanten herangezogen
werden. Wird eine Gerade
Abs420 nm(t) = m · t+ b (3.2)
an die hier bei 35 ◦C gemessene Absorbanz-Zeit-Kurve angepasst (vgl. Abb. 3.28), so
ändert sich die resultierende Steigung m und der Achsenabschnitt b in Abhängigkeit vom
betrachteten Zeitintervall ∆t stetig. Steigt ∆t, so fällt m und steigt b (vgl. Abb. 3.29). Dies
zeigt, dass bereits in dem Bereich, der auf den ersten Blick einem linearen Verlauf gleicht,
die Kurve bereits gekrümmt ist.
Da es jedoch nicht Ziel dieser Arbeit war, Michaelis-Menten-Konstanten zu bestimmen
und Aussagen über den zu Grunde liegen Reaktionsmechanismus zu machen, wurde zur
quantitativen Beschreibung der Ergebnisse die Exponentialfunktion 3.1 verwendet. Diese
kann den Reaktionsverlauf über einen längeren Zeitraum als eine angepasste Gerade (Glei-
chung 3.2) gut wiedergeben. Es stehen damit mehr Messpunkte für die Auswertung zur
Verfügung und der sich mit der Zeit kumulierende Einfluss der Temperaturänderung tritt
deutlicher hervor.
Es zeigte sich, dass die Parameter a∞ und τ vom Stoffmengenverhältnis von ABTS und
Wasserstoffperoxid abhingen. Bei einem Stoffmengenverhältnis von etwa 1,6 war bei 35 ◦C
die „Rückreaktion“ nach 1000 s nicht mehr zu beobachten (Abb. 3.32). Daher wurde dieses
Stoffmengenverhältnis für die folgenden Versuche verwendet.
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Abbildung 3.28: Beispiel für die Anpassung der Geradenfunktion 3.2 an die Absorbanz-Zeit-
Kurve des HRP-Goldnanopartikel-ABTS-Assays bei 35 ◦C und einem Stoffmen-
genverhältnis n(ABTS)/n(H2O2) = 3, 2 mit ∆t = 100 s.
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Abbildung 3.29: Anpassung der Geradenfunktion 3.2 an die Absorbanz-Zeit-Kurve des HRP-
Goldnanopartikel-ABTS-Assays bei 35 ◦C. Abhängigkeit der Parameter m (t)
und b (s) vom betrachteten Zeitraum ∆t.
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Abbildung 3.30: Beispiel für die Anpassung der Exponentialfunktion 3.1 an die Absorbanz-Zeit-
Kurve des HRP-Goldnanopartikel-ABTS-Assays bei 35 ◦C und einem Stoffmen-
genverhältnis n(ABTS)/n(H2O2) = 3, 2 mit ∆t = 300 s
 0.4
 0.5
 0.6
 0.7
 0.8
 0.9
 1
 1.1
 1.2
 1.3
 1.4
 1.5  2  2.5  3  3.5  4  4.5  5  5.5  6
 200
 250
 300
 350
 400
 450
 500
a ∞
 / 
w
ill
k.
 E
in
h.
τ 
/ s
n(ABTS)/n(H2O2)
a
∞
τ
Abbildung 3.31: Eduktkonzentrationsverhältnisabhängigkeit der Aktivität von goldnanopartikel-
gebundener HRP. Dargestellt anhand der Parameter α∞ (t) und τ (s) der
Gleichung 3.1, die an die Abs420 nm(t)-Kurven des ABTS-Assays angepasst wur-
de. Die Fehlerbalken geben die Genauigkeit des Datenfits wieder.
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Abbildung 3.32: Beispiele für Absorbanz-Zeit-Kurven zur Messung der Eduktkonzentrationsver-
hältbnisabhängigkeit der Aktivität von goldnanopartikelgebundener HRP.
Dass das Eintreten der Rückreaktion von der Konzentration des Wassserstoffperoxids ab-
hängt, ist ein Hinweis darauf, dass es sich nicht um die einfache Umkehrung der Oxidations-
reaktion handelt. Anscheinend ist eine weitere Reaktion am Abbau des Reaktionsprodukts
beteiligt. Kadnikova et al. berichten davon, dass HRP entscheidend für das Eintreten der
„Rückreaktion“ ist. Demnach findet diese Reaktion an oder mit dem Enzym statt. Eine Auf-
klärung des Mechanismus der „Rückreaktion“ war im Rahmen dieser Arbeit nicht möglich.
Nachdem die Rückreaktion bei einem ABTS/H2O2-Verhältnis von etwa 1,6 nicht mehr zu
beobachten war, konnte die oben bereits erwähnte Exponentialfunktion (Gleichung 3.1) an
die resultierenden Auftragungen der Absorbanz der Suspensionen bei 420 nm für alle Tempe-
raturen über die gesamte Reaktionszeit angepasst werden (Abb. 3.33). Dabei zeigte sich eine
kontinuierlich Abnahme der Sättigungsabsorbanz a∞ mit der Temperatur, die gut mit einer
linearen Funktion beschrieben werden konnte. Der Reaktionsgeschwindigkeitsparameter τ
nahm mit der Temperatur kontinuierlich, jedoch nicht linear, zu (Abb. 3.34).
Diese Ergebnisse entsprechen dem, was für Gleichgewichtsreaktionen in Lösung zu erwar-
ten ist: die Zeit bis zur Einstellung des Gleichgewichts nimmt ab, während sich die Lage
des Gleichgewichts mit der Temperatur ändert. Bei enzymatisch katalysierten Reaktionen
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werden für dieses Verhalten im so genannten „klassischen Modell“ zwei Mechanismen ver-
antwortlich gemacht: die thermische Aktivierung der Reaktion nach dem Arrhenius-Ansatz
sowie die thermische Deaktivierung durch die Denaturierung des Enzyms. [152–154]
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Abbildung 3.33: Temperaturabhängigkeit der Aktivität von HRP-Goldnanopartikeln.
Abs420 nm(t)-Kurven des ABTS-Assays von HRP-Goldnanopartikeln bei
verschiedenen Temperaturen zur Ermittlung der Temperaturabhängigkeit der
Aktivität von goldnanopartikelgebundener HRP.
Zum Vergleich wurde auch die Temperaturabhängigkeit der Aktivität von ungebundener
Meerrettichperoxidase untersucht (vgl. Abb. 3.35). Dabei zeigte sich, dass die Umsatz-Zeit-
Auftragung bei Temperaturen unter 29,5 ◦C nicht durch eine einfache Funktion dargestellt
werden kann. Bei 39,5 ◦C kommt es ebenfalls zu der bereits oben beschriebenen „Rückreak-
tion“. Die Temperaturabhängigkeit der Aktivität von ungebundener Meerrettichperoxidase
war daher nicht analog zur Aktivität von HRP-Goldnanopartikeln zu quantifizieren, so dass
ein direkter Vergleich nicht vorgenommen werden konnte.
Auch andere berichteten kürzlich von einer teilweise drastischen Veränderung der beob-
achteten Aktivität eines Enzyms nach Anbindung an Goldnanopartikel. [155] Es kann speku-
liert werden, dass die Anbindung des Enzyms durch das Aufbrechen der Disulfidbrücken die
Sekundärstruktur des Enzyms verändert und es deswegen zu einer Aktivitätsverschiebung
kommt. Eine Möglichkeit, dies zu überprüfen, wäre eine rationalere Anbindung des Enzyms
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Abbildung 3.34: Temperaturabhängige Auftragung der Funktionsparameter a∞ (t)und τ (s)
für HRP-Goldnanopartikel. Aus der Anpassung von Gleichung 3.1 an die
Abs420 nm(t)-Kurven in Abb. 3.33
Abbildung 3.35: Temperaturabhängigkeit der Aktivität von ungebundener HRP. Abs420 nm(t)-
Kurven des ABTS-Assays von ungebundener HRP bei verschiedenen Tempera-
turen zur Ermittlung der Temperaturabhängigkeit der Aktivität von goldnano-
partikelgebundener HRP.
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– zum Beispiel über einen Nickel-Nitrilotriessigsäurekomplex und einen His6-tag, wie es für
kleinere Goldnanopartikel bereits gezeigt wurde [17], oder über DNA-gesteuerte Immobi-
lisierung des Enzyms [133]. Auch eine Anbindung über zufällige Peptidbindungsknüpfung
zwischen Carboxylsäure-funktionalisierten Goldnanopartikeln und Amin-Gruppen der En-
zymoberfläche ist möglich und führt zu einem ähnlichen Redox-Verhalten des Enzyms, wie
Ahirwal und Mitra, allerdings für aggregierte Partikel, vor kurzem zeigen konnten. [19]
3.3.3 Photothermische Manipulation der Aktivität von
HRP-Goldnanopartikeln
Nachdem die Temperaturabhängigkeit der Aktivität von Meerrettichperoxidase, die auf
Goldnanopartikeln immobilisiert wurde, bekannt war, wurde das ABTS-Assay der HRP-
Goldnanopartikel unter Laserbestrahlung durchgeführt. Dazu wurden die Suspensionen von
HRP-Goldnanopartikeln in ABTS-Lösungen auf 25 ◦C temperiert und die Küvette mit dem
cw -Laser mit unterschiedlichen Leistungen bestrahlt, bis sich die mittels Thermoelement
gemessene Temperatur θmacro nicht mehr änderte. Dann wurde H2O2 zu der Suspension
gegeben und unter Laserbestrahlung spektroskopisch vermessen.
Die gemessenen Absorbanz-Zeit-Kurven sind in Abb. 3.36 gezeigt. Wird an diese Kurven
die Funktion aus Gleichung 3.1 angepasst, so ändern sich die Parameter a∞ und τ stetig
mit der verwendeten Laserintensität.
Trägt man den Parameter a∞ in das a∞-θmacro-Diagramm (Abb. 3.34) ein und verwendet
für die Experimente unter Laserbestrahlung ebenfalls die gemessene Temperatur θmacro, so
ergibt sich auch hier ein linearer Verlauf, der jedoch steiler ist als derjenige für die analogen
Versuche ohne Laserbestrahlung (Abb. 3.37)
Die analoge Auftragung für dem Parameter τ ist in Abb. 3.38 gezeigt. Auch hier lie-
gen hier die Werte für die Experimente unter Laserbestrahlung unter denen der klassisch
temperierten Lösungen, jedoch ist hier kein linearer Zusammenhang zu erkennen.
Aus der Auftragung des Parameters a∞ gegen θmacro lassen sich Abschätzungen für die
laserintensitätsabhängig erreichten Temperaturhübe ∆θ(I) vornehmen. Die Geradenfunkti-
on
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Abbildung 3.36: Photothermische Manipulation der Aktivität von HRP-Goldnanopartikeln.
Abs420 nm(t)-Kurven des ABTS-Assays von HRP-Goldnanopartikeln bei ver-
schiedenen Laserintensitäten.
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Abbildung 3.37: Temperaturabhängige Auftragung des Funktionsparameter a∞. Vergleich der
Temperatur- (s) und der laserintensitätsabhängigen (t s u n l, vgl.
Abb. 3.36) Messungen.
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Abbildung 3.38: Temperaturabhängige Auftragung des Funktionsparameters τ . Vergleich der
Temperatur- (s) und der laserintensitätsabhängigen (t s u n l, vgl.
Abb. 3.36) Messungen.
a∞(θ)macro, i = mi · θmacro, i + bi (3.3)
kann jeweils an die Kurven der temperatur- und der laserintensitätsabhängigen Messungen
angepasst werden. Nach
a∞(θ)macro, konv = a∞(θ)macro,Laser (3.4)
mkonv · θmacro, konv + bkonv = mLaser · θmacro,Laser + bLaser (3.5)
θmacro, konv =
mLaser · θmacro,Laser + bLaser − bkonv
mkonv
(3.6)
lässt sich jeder Messung unter Laserbestrahlung mit der Temperatur θmacro,Laser eine Tem-
peratur θmacro, konv, eq zuordnen, bei der unter konventioneller Temperierung der gleiche Wert
für a∞ erreicht wurde. Dies ist in Tabelle 3.5 und Abb. 3.39 für die durchgeführten Experi-
mente dargestellt.
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Tabelle 3.5: Tabelle der Temperaturen θmacro,Laser, der über Gleichung 3.6 ermittelten Äquivalent-
temperaturen θmacro, konv, eq und der daraus resultierenden photothermischen Tempe-
raturhübe ∆θ
ILaser / kWcm−2 θmacro,Laser / ◦C θmacro, konv, eq / ◦C ∆θ / ◦C
0,0 24,3 24,4 0,1
2,8 25,6 26,2 0,6
5,7 27,7 29,3 1,6
8,5 29,1 31,4 2,3
11,3 30,8 33,9 3,1
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Abbildung 3.39: Differenz ∆θ von θmacro, konv, eq und θmacro,Laser in Abhängigkeit von der Laser-
leistung I. Die Linie dient der Blickführung.
63
3 Ergebnisse und Diskussion
3.4 Interpretation und Vergleich der photothermisch
induzierten Temperaturhübe
Sowohl für DNA-Goldnanopartikelnetzwerke als auch für Meerrettichperoxidasegoldnano-
partikel konnte UV/Vis-spektroskopisch ein photothermisch induziertes Verhalten beobach-
tet werden, das einer Temperatur θmicro entspricht, die über der Temperatur θmacro lag, die
in dem nicht spektroskopisch erfassten Teilvolumen der Suspensionen gemessen wurde. Die
Temperaturhübe ∆θDNA (vgl. Abschnitt 3.2.4.2) und ∆θHRP (vgl. Abschnitt 3.3.3) liegen
jeweils unter 10 ◦C, also in einem Bereich, in dem die meisten Biomoleküle nicht irreversi-
bel geschädigt werden. Außerdem konnte gezeigt werden, dass ∆θHRP von der verwendeten
Laserlichtintensität abhängt.
Es bleibt jedoch darauf hinzuweisen, dass mit dem gegebenen experimentellen Aufbau
(vgl. Abschnitt 3.2.4) nur zwischen dem mit Weißlicht spektroskopisch vermessenem Vo-
lumen und dem unbestrahlten Teil der untersuchten Suspensionen unterschieden werden
kann. Das vom Laser bestrahlte Volumen wiederum ist ein Teilvolumen des spektroskopisch
vermessenen Volumens. Daher sind die tatsächlichen Temperaturen im Laserfokusvolumen
und direkt auf der Nanopartikeloberfläche nicht durch die hier vorgestellten Experimente
bestimmbar.
Für eine präzisere Bestimmung des Temperaturhubs im bestrahlten Suspensionsvolumen
sollte zum einen sichergestellt sein, dass spektroskopisch erfasstes und vom Laser bestrahl-
tes Volumen identisch sind, zum andern sollten Bestrahlung und Spektroskopie schneller
hintereinander oder gleichzeitig erfolgen, so dass Temperaturausgleichsprozesse zwischen
bestrahltem Volumen und Umgebung vernachlässigbar werden.
Durch interferometrische Messungen lässt sich der Temperaturhub im Laserfokusvolumen
auf bis zu 6 ◦C abschätzen. [83] Theoretische Berechnungen zeigen, dass mit den verwendeten
Partikeln mit einem Durchmesser d = 15 nm unter Dauerstrichbestrahlung mit dem verwen-
deten Laser und den entsprechenden Intensitäten I < 15 kW cm−2 ein Temperaturanstieg
in der direkten Umgebung der Partikel von maximal 1 ◦C zu erwarten ist. [80] Diese Ergeb-
nisse legen nahe, dass es auch direkt auf der Nanopartikeloberfläche nicht zu einem derartig
drastischen Temperaturhub kommt, der zu einer Schädigung von Biomolekülen führen kann.
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Demnach sollte eine experimentelle Ermittlung der Nanopartikeloberflächentemperatur mit
den hier vorgestellten Biomolekül-Goldnanopartikel-Systemen möglich sein. Es müssen je-
doch noch neue Messverfahren entwickelt werden, die in Lösung einzelne Nanopartikel oder
Nanopartikelnetzwerke erfassen und spektroskopisch vermessen können.
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In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es möglich ist, mittels Photothermie
biomolekulare Reaktionen auf Goldnanopartikeloberflächen berührungslos, lokal und rever-
sibel zu steuern. Es gelang außerdem den erzielten Temperaturhub, der durch den Laser
erzeugt wurde, zu quantifizieren.
Es zeigte sich, dass dsDNA-funktionalisierte Goldnanopartikel aufgrund ihrer geringen
Variation der thermooptischen Eigenschaften, nicht dazu geeignet erschienen, mit dem ge-
planten Versuchsaufbau den photothermisch erzielten Effekt zu verfolgen. Daher wurden in
Folge zuerst DNA-Goldnanopartikel-Netzwerke untersucht. Diese konnten durch Bestrah-
lung mit Dauerstrichlaserlicht, dessen Wellenlänge in etwa dem Absorbanzmaximum der
Netzwerksuspensionen entsprach, aufgeschmolzen werden. Dieses Aufschmelzen war laser-
intensitätsabhängig und erfolgte, obwohl die Temperatur der untersuchten Suspension au-
ßerhalb des bestrahlten Teilvolumens unterhalb der Schmelztemperatur der Netzwerke θm
lag. Nach der Bestrahlung bildeten sich die Netzwerke vollständig zurück, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass die Funktionalität der Nanopartikel und der DNA nicht
beschädigt wurde.
Zur Erfassung des photothermisch erzielten Temperaturhubs wurden Schmelzexperimente
ohne und mit Laserbestrahlung durchgeführt. Dabei zeigte sich, dass unter Bestrahlung der
Schmelzbereich der Netzwerke aufgeweitet wurde und es zu einer scheinbaren Schmelzpunk-
terniedrigung kam. Die scheinbare Schmelzpunkterniedrigung konnte darauf zurückgeführt
werden, dass im bestrahlten Teilvolumen eine um wenige ◦C höhere Temperatur herrsch-
te, als in der restlichen Suspension. Die Verbreiterung des Schmelzbereichs deutet darauf
hin, dass es zu einem netzwerkgrößenabhängigen Temperaturhub durch Wärmemakkumula-
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tion kommt. Diese Vermutung wurde durch Schmelzexperimente an unterschiedlich großen
Netzwerken und durch FEM-Rechnungen [147] weiter gestützt.
Meerettichperoxidasegoldnanopartikel wurden als Modell für eine mögliche biotechnolo-
gische Anwendung der Photothermie synthetisiert. Die von HRP-Goldnanopartikeln kata-
lysierte Oxidation von ABTS mittels H2O2 wurde untersucht und temperaturabhängig cha-
rakterisiert. Hier zeigte sich ebenfalls, dass durch das verwendete Verfahren ein photother-
mischer Temperaturhub von wenigen ◦C erzielt werden konnte, der ebenfalls laserintensi-
tätsabhängig war.
Eine offene Frage, die im Rahmen dieser Arbeit nicht beantwortet werden konnte, ist, ob
und wie sich der Temperaturhub auf der Partikeloberfläche von dem des restlichen bestrahl-
ten Volumens unterscheidet. Theoretische Berechnungen sagen einen schnellen Tempera-
turabfall bei Entfernung von der Oberfläche von mittels Dauerstrichlaserlichts bestrahlten
Partikeln voraus. [80] Diese Prognose ließ sich jedoch mit den hier vorgestellten Partikel-
systemen und dem verwendeten Messaufbau nicht verifizieren. Sollten in einem verbesser-
ten Versuchsaufbau spektroskopisch erfasstes und bestrahltes Volumen identisch sein und
außerdem eine zur Bestrahlung gleichzeitige spektrokopische Untersuchung der Partikelsus-
pensionen möglich sein, so scheinen hier weiter reichende Erkenntnisse möglich zu sein. Eine
denkbare Veränderung des vorgestellten Systems, um die Nanopartikeloberflächentempera-
tur experimentell zu bestimmen, könnte in der Immobilisierung der Partikel in Kombination
mit ortsaufgelöster Spektroskopie in einem Mikroskopieaufbau bestehen. Des weiteren könn-
ten Nanopartikelaggregate, die bei einen Temperaturstimulus ihre innere Struktur so ändern,
dass sich auch ihre Absorptionseigenschaften ändern, Hinweise für die Beantwortung dieser
Fragestellung liefern.
Die Ergebnisse dieser Arbeit könnten in Zukunft genutzt werden, um biomolekulare Re-
aktionen auf Nanopartikeloberflächen zu kontrollieren, ohne mechanisch oder chemisch in
das entsprechende System eingreifen zu müssen. So könnten etwa angebundene Proteine
in Abhängigkeit von Ort und Reaktionszeit gezielt in ihrer Aktivität beeinflusst werden
oder Strukturveränderungen in über DNA organisierten Nanopartikelaggregaten ausgelöst
werden.
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4 Zusammenfassung und Ausblick
Eine mögliche Anwendung ist die Steuerung von goldnanopartikelbasierten drug-delivery-
Systemen [11, 156]. So sollte es zum Beispiel möglich sein, an DNA gebundene Medikamen-
te durch Bestrahlung mit Laserlicht freizusetzen. [16] Eine Kombination der verwendeten
15 nm-Partikel mit thermisch labil gebundenen Au55-Clustern könnte Anwendung als kon-
trollierte Alternative zur Behandlung mit cis-Platin in der Krebstherapie finden. [109, 157]
Soll Photothermie an Nanopartikeln im medizinischen Bereich angewendet werden, so sollten
jedoch Partikel verwendet werden, die im „optischen Fenster“ des Gewebes absorbieren. [158]
Außerdem muss gewährleistet werden, dass die Materialien in einer Form vorliegen, die ei-
ne leichte Applikation, zum Beispiel durch Injektion, und den Transport zum gewünschten
Wirkort ermöglicht. [159]
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5.1 Allgemeines
5.1.1 Chemikalien
Alle verwendeten Chemikalien wurden von kommerziellen Herstellern (Sigma-Aldrich, Flu-
ka, Merck, Roth) bezogen und wurden ohne weitere Aufreinigung verwendet. Die DNA-
Oligomere wurden von Thermo Fisher Scientific bezogen. Die vom Hersteller über HPLC
gereinigten Oligomere wurde ebenfalls wie bezogen verwendet. Das verwendete Wasser wur-
de einer Reinstwasseranlage (Purelab Plus, USF Elga) entnommen, es hatte einen Leitwert
von 0,055µS cm−1.
5.1.2 UV/Vis-Spektroskopie
Es wurden drei verschiedene UV/Vis-Spektrometer verwendet. Vor der eigentlichen Mes-
sung wurde immer, bei geschlossenem Spektrometer, ein Dunkelspektrum und ein Refe-
renzspektrum der Weißlichtlampe aufgenommen. Wenn nicht anders angegeben, wurde ein
Mikrospektralphotometer (TIDAS, J & M) verwendet. Messungen der Absorbanz im UV-
Wellenlängenbereich erfolgten an einem Zweistrahlphotometer (PE Lambda 19). Für tempe-
raturabhängige Messungen und die Photothermieexperimente wurde ein freier Messaufbau
mit einem Gitterspektrometer (L.O.T. Oriel, MSI 260i) in Kombination mit einem Peltier -
gekühlten CCD-Chip (Andor Technologies) verwendet. Die Temperatursteuerung erfolgte
über einen mit Wasser betriebenen Thermostaten (Julabo F26), der elektronisch angesteu-
ert und programmiert werden konnte. Je nach Bedarf wurden Einmalküvetten aus Polystyrol
bzw. Polymethylmethacrylat (Plastibrand) oder Glasküvetten (Hellma) mit entsprechenden
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Transmissioneigenschaften verwendet. Die optische Weglänge in der Küvette betrug, ohne
Berücksichtigung der Brechzahl des jeweiligen Mediums, jeweils 10mm.
5.1.3 Elektronenmikroskopie
Elektronenmikroskopische Untersuchungen wurden an einem LEO Supra 35VP Mikroskop
vorgenommen. Für Rastertransmissionselektronenmikroskopieuntersuchungen wurden die
zu untersuchenden Lösungen auf ein kohlenstoffbeschichtetes Kupfernetz (Netzweite 50µm)
getropft und nach 10min durch Aufsaugen mit Filterpapier wieder entfernt. Die Kupfernetze
wurden vor der Messung im Exsikkator getrocknet.
5.1.4 Datenanalyse
Maxima der UV/Vis-Spektren wurden anhand der Nullstelle der ersten Ableitung bestimmt.
Zur Bestimmung der Wendepunkte der Schmelzkurven wurde die Nullstelle der zweiten
Ableitung der Messdaten ermittelt. Zur Bildung einer Ableitung wurden von einem Punkt
xi aus die Steigungsdreiecke aus xi und den Punkten xi+n beziehungsweise xi−n gebildet
und der Mittelwert f ′(x)i, grob der resultierenden Steigungen berechnet. Zur Ermittlung der
Steigung f ′(x) im Punkt xi wurde dann der Mittelwert der f ′(x)i, grob über 2n + 1 Punkte
um xi gebildet.
5.2 Synthese von Nanopartikeln
5.2.1 Synthese citratstabilisierter Goldnanopartikel
Zur Synthese von citratstabilisierten Goldnanopartikeln wurde die klassische Vorschrift von
Turkevich et al. leicht abgewandelt. In einer typischen Synthese wurden 36 mg Tetrachloro-
goldsäure Trihydrat (Sigma-Aldrich, ≥ 99,9%) in 280mL Wasser gelöst. Diese Lösung wurde
unter Rühren zum Sieden erhitzt und dann mit einer Lösung von 88mg Natriumcitrat Dihy-
drat (Merck, pro analysi) in 25mLWasser versetzt. Diese Lösung wurde so lange zum Sieden
erhitzt, bis keine Farbänderung mehr zu beobachten war.
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5.2 Synthese von Nanopartikeln
Die erhaltene Nanopartikelsuspension wurde UV/Vis-spektroskopisch untersucht. Hatte
das Absorptionsspektrum sein Maximum bei einer Wellenlänge λmax = 520 nm, so wurde
davon ausgegangen, dass der mittlere Durchmesser der Partikel 15 nm betrug, was anhand
stichprobenartiger elektronenmikroskopische Analysen bestätigt wurde. Die Konzentration
der Nanopartikel wurde anhand des molaren Extinktionskoeffizienten im Absorbanzmaxi-
mum λmax = 3, 2 · 108M−1 cm−1 für citratstabiliserte Goldnanopartikel mit einem Durch-
messer von 15 nm bestimmt.
5.2.2 Synthese DNA-funktionalisierter Goldnanopartikel
Suspensionen der, wie oben beschrieben hergestellten, citratstabilisierten 15 nm Goldnano-
partikel wurden durch Zentrifugation (13 kUmin−1, 15min, 5 ◦C) und Entfernen des Über-
stands aufkonzentriert, so dass eine Nanopartikelkonzentration von 8mol L−1 resultierte.
600µL dieser Suspension wurden mit 50µL 0,1mM Lösungen thiolfunktionalisierter DNA
versetzt und bei 50 ◦C in einem geschlossen Mikroreaktionsgefäß inkubiert. Nach einem Tag
wurden 100µL 100mM Phosphatpuffers (pH = 7, 0) hinzugefügt. Nach einem weiteren Tag
wurde die Suspension mit 50µL 2M Natriumchloridlösung versetzt. Nach wiederum einem
Tag wurde die Suspension auf Raumtemperatur abgekühlt und nicht gebundene DNA ent-
fernt. Dafür wurden die Suspensionen 20min bei 13 kUmin−1 und 5 ◦C zentrifugiert. Der
Überstand wurde so weit wie möglich entfernt und der Rückstand in 800µL in 10mM Phos-
phatpuffer (pH = 7, 0) mit einer Natriumchloridkonzentration von 0,1mol L−1 aufgenom-
men. Dieses Vorgehen aus Zentrifugation, Überstand entfernen und Redispergieren wurde
zweimal wiederholt. Die resultierende rote Suspension wurde UV/Vis-spektroskopisch analy-
siert und bei 4 ◦C unter Lichtausschluss gelagert. Die Konzentration der Nanopartikel wurde
näherungsweise anhand des Extinktionskoeffizienten für citratstabiliserte Goldnanopatikel
bestimmt.
5.2.3 Synthese von DNA-Goldnanopartikelnetzwerken
Es wurden zwei DNA-Goldnanopartikelsuspensionen mit komplementären DNA-Einzelsträng-
en und 10mM Phosphatpuffer (pH = 7, 0) mit einer Natriumchloridkonzentration von
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0,1mol L−1 so miteinander vermischt, dass die Konzentration der DNA-Goldnanopartikel
jeweils etwa 0,75 nmol L−1 betrug. Das resultierende Gesamtvolumen betrug üblicherweise
1,2mL. Diese Suspension wurde für 1min auf 50 ◦C erwärmt und dann bei Raumtemperatur
gelagert.
5.2.4 Synthese von HRP-Goldnanopartikeln
Die Suspensionen der citratstabilisierten Goldnanopartikel wurden durch Zentrifugation und
Entfernung der Hälfte des Überstands eingeengt. 500µL dieser Suspension wurden mit 50µL
einer Lösung von HRP (Sigma-Aldrich, ca. 100 unitsmg−1, c = 1mgmL−1) in 20mM Phos-
phatpuffer (pH = 7, 5, 1%vol TWEEN20 (Roth)) versetzt und drei Tage bei 4 ◦C inkubiert.
Dann wurden die Suspensionen 30min bei 13 kUmin−1 und 5 ◦C zentrifugiert, der Überstand
abgenommen und der Rückstand in 1000µL 100mM Phosphatpuffer (pH = 7, 5) redisper-
giert. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt, wobei beim letzten Schritt nur mit 250µL
Phosphatpuffer aufgenommen wurde. Die Suspensionen wurden UV/Vis-spektroskopisch
analysiert.
5.3 Temperaturabhängige UV/Vis-Spektroskopie
1 bis 1,5mL der zu untersuchenden Lösung oder Suspension wurde in eine Küvette gegeben
und mit Paraffin vollständig überschichtet. Es wurde etwa alle 10 s ein Spektrum aufge-
nommen. Zur Temperierung der spektroskopisch zu vermessenden Lösung oder Suspension
wurde ein Küvettenhalter verwendet, der an einen elektronisch gesteuerter Thermostaten
angeschlossen war. Über die elektronische Steuerung konnten Heiz- und Kühlraten, üblicher-
weise 0,5 ◦Cmin−1, vorgegeben werden. Die Temperatur der Lösung während des Experi-
ments wurde mittels eines in eine Glaskapillare eingeschlossenen Thermoelements (Ni-Cr-Ni)
bestimmt und elektronisch aufgezeichnet.
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5.4 Enzymaktivitätsbestimmungen
5.4 Enzymaktivitätsbestimmungen
5.4.1 Messung der Aktivität von HRP
Zur Bestimmung der Aktivität von HRP wurden 1000µL einer 20mM ABTS-Lösung (ABTS
von Sigma-Aldrich, 95%) in 100mM Phosphatpuffer (pH = 7, 5) mit10µL einer HRP-Lösung
versetzt. Die Temperatur der Lösung wurde durch einen thermostasierbaren Küvettenhalter
zwischen 15 und 40 ◦C eingestellt. Ein Referenzspektrum wurde aufgenommen. Dann wurde
für mehrere Minuten alle 5 beziehungsweise 10 s ein UV/Vis-Spektrum aufgenommen. 30 s
nach Beginn der Messung wurden 35µL einer 0,3%-igen H2O2-Lösung hinzugegeben und
weitere 20min spektroskopisch vermessen. Die Temperatur der Reaktionslösung wurde ent-
weder nach der Messung mit einem Thermometer ermittelt oder während der Messung mit
Hilfe eines in einer Glaskapillare eingeschlossenen Thermoelements (Ni-Cr-Ni) verfolgt.
5.4.2 Messung der Aktivität von HRP-Goldnanopartikeln
Vor der Messung der Aktivität der HRP-Goldnanopartikel wurden mehrere Spektren der
HRP-Goldnanopartikelsuspensionen aufgenommen. Zur Messung der Aktivität der HRP-
Goldnanopartikel wurde wie in Abschnitt 5.4.1 verfahren. Anstatt der 10µL einer HRP-
Lösung wurden jedoch 100µL der in wie in Abschnitt 5.2.4 beschrieben hergestellten Sus-
pensionen verwendet.
5.5 Photothermische Manipulation von Nanopartikeln
5.5.1 Laserinduziertes Schmelzen von
DNA-Goldnanopartikelnetzwerken
Zuerst wurden DNA-Goldnanopartikelnetzwerke wie in Abschnitt 5.2.3 beschrieben herge-
stellt. Dann wurden die Suspensionen auf 24,5 ◦C temperiert und etwa alle 10 s spektrosko-
pisch vermessen, bis das Absorbanzmaximum der Suspension bei etwa 540 nm lag. Dann
wurde über eine colineare Strahlführung ein auf einen Radius von 65µm fokussierter Laser
mit einer Wellenlänge λ = 532 nm in den Spektroskopieaufbau eingekoppelt. Die am Laser
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eingestellte Leistung betrug 400, 800 oder 1200mW. Die Lösung wurde dabei weiter spek-
troskopisch vermessen und der Laser während der Spektrenaufnahme jeweils ausgeblendet.
Nach 2 h wurde der Laser ausgeschaltet und die Lösung noch weitere 3 h Stunden spektro-
skopisch vermessen.
5.5.2 DNA-Goldnanopartikelschmelzkurven unter Laserbestrahlung
Es wurden temperaturabhängige Spektroskopieversuche wie in Abschnitt 5.3 beschrieben
durchgeführt. Dabei wurde die Suspensionen von 20 auf 50 ◦C mit einer Heizrate von
0,5 ◦Cmin−1 erwärmt und danach ebenso auf 20 ◦C abgekühlt. Dann folgte eine Temperier-
phase bei 20 ◦C von 10 bis 120min. Diese Folge von Aufheizen, Abkühlen und Temperieren
wurde üblicherweise sechsmal durchlaufen. Der Laser konnte, wie in Abschnitt 5.5.1 beschrie-
ben, zugeschaltet werden. Während des Experiments wurde etwa alle 10 s ein Spektrum der
Suspension aufgenommen, wobei der Laser jeweils ausgeblendet war.
5.5.3 Manipulation der Aktivität von HRP-Goldnanopartikeln
Zur Manipulation der Aktiviät von HRP-Goldnanopartikeln wurde wie in Abschnitt 5.4.2
beschrieben verfahren. Der Laser konnte, wie in Abschnitt 5.5.1 beschrieben, zugeschal-
tet werden. Während des Experiments wurde etwa alle 10 s ein Spektrum der Suspension
aufgenommen, wobei der Laser jeweils ausgeblendet war.
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A Abkürzungen
Abkürzung Bedeutung
Abs Absorbanz
α∞ Sättigungsabsorbanz
ABTS 2,2’-Azinobis-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsäure)
A, C, G, T Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin
b Ordinatenabschnitt einer Funktion
◦C Grad Celsius
cm Centimeter
d Durchmesser, Tag
DLS dynamische Lichtstreuung
DNA Desoxyribonukleinsäure
dsDNA Doppelstrang-DNA
∆t Zeitintervall
∆θ Temperaturunterschied
E elektromagnetisches Feld
ELISA engl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
 relative Permittivität
max molarer dekadischer Extinktionskoeffizient
FEM Finite Elemente Methode
h Stunde
HRP Meerrettichperoxidase, engl. horse raddish peroxidase
I Intensität
IR Infrarot
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A Abkürzungen
kW Kilowatt
L Liter
λmax Absorbanzmaximum
λ Wellenlänge
m Steigung einer Geradengleichung
M molar
min Minute
n Stoffmenge, Brechungsindex
pH negativer dekadischer Logarithmus der H+-Konzentration
pI isoelektrioscher Punkt
PCR Polymerase-Kettenreaktion, engl. polymerase chain reaction
n Brechungsindex
nm Nanometer
r Radius
Rh hydrodynamischer Radius
s Sekunde
S Siemens
ssDNA Einzelstrang-DNA
t Zeit
tw Temperierungszeit
τ Verdopplungszeit
θ Temperatur in ◦C
θm Schmelzpunkt
θmacro makroskopisch gemessene Temperatur
θmicro in einem Teilvolumen herrschende Temperatur
TPPMS Sulfonatophenyl-diphenylphosphan
TWEEN20 R© Polysorbat 20
U Umdrehungen
UV ultraviolettes Licht
Vis sichtbares Licht
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willk. Einh. willkürliche Einheiten
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B Verwendete Chemikalien und
Geräte
B.1 Chemikalien
Bezeichnung Hersteller
ABTS Sigma-Aldrich
DNA Oligomere Thermo Fisher Scientific
Guaiacol Sigma-Aldrich
Kaliumdihydrogenphosphat Merck
Meerrettichperoxidase 100 unitsmg−1 Sigma-Aldrich
Natriumchlorid Merck
Natriumhydroxid Merck
Tetrachlorogoldsäure Sigma-Aldrich
Trinatriumcitrat Hydrat Merck
TWEEN20 Roth
Wasserstoffperoxid 30%vol Merck, Sigma-Aldrich
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B.2 Geräte
B.2 Geräte
Gerätart Hersteller und Typenbezeichnung
UV/Vis-Spektrometer Gitterspektrometer: Oriel MS 260i Spectrograph
Detektor: Andor CCD 30-11, DV 420-0E
UV/Vis-Spektrometer Perkin Elmer 500
UV/Vis-Spektrometer TIDAS, J & M
Rasterelektronenmikroskop Zeiss LEO Supra 35VP
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C Spektren und ergänzende Daten
C.1 Untersuchungen an dsDNA-funktionalisierten
Goldnanopartikeln
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Abbildung C.1: Spektren von a) dsDNA-Goldnanopartikeln, b) ssDNA-Goldnanopartikeln, c)
TPPMS-Goldnanopartikeln bei verschiedenen Temperaturen. Vgl. Abb. 3.2, 3.3
und 3.4.
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C.2 Untersuchungen an DNA-Goldnanopartikel-Netzwerken
C.2 Untersuchungen an
DNA-Goldnanopartikel-Netzwerken
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Abbildung C.2: Spektren von DNA-Goldnanopartikel-Netzwerksuspension bei a) 20 ◦C, b) 25 ◦C,
c) 30 ◦C zu jeweils unterschiedlichen Zeiten t nach Beginn des Vernetzungsvor-
gangs. Vgl. Abschnitte 3.2.1 und 3.2.2.
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C.3 Temperaturabhängige optische Eigenschaften der
DNA-Goldnanopartikel-Netzwerke
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Abbildung C.3: Spektren einer DNA-Goldnanopartikel-Netzwerk-Suspension bei unterschiedli-
chen Temperaturen θ. Vgl. Abb. 3.10.
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Abbildung C.4: Schmelzkurven zu den in Abb. 3.12 gezeigten Schmelzpunkten der DNA-
Goldnanopartikel-Netzwerk-Suspensionen unter UV-Bestrahlung.
82
C.4 Photothermisches Schmelzen der DNA-Goldnanopartikel-Netzwerke
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Abbildung C.5: Schmelzkurven zu den in Abb. 3.12 gezeigten Schmelzpunkten der DNA-
Goldnanopartikel-Netzwerk-Suspensionen mit automatischer Blende.
C.4 Photothermisches Schmelzen der
DNA-Goldnanopartikel-Netzwerke
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Abbildung C.6: Spektren zu Abb. 3.14 für I = 5kWcm−2 für verschiedene Zeiten t
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Abbildung C.7: Spektren zu Abb. 3.14 für I = 10 kWcm−2 für verschiedene Zeiten t
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C.4 Photothermisches Schmelzen der DNA-Goldnanopartikel-Netzwerke
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Abbildung C.8: Spektren zu Abb. 3.14 für I = 15 kWcm−2 für verschiedene Zeiten t
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C.5 Einfluss der Laserbestrahlung auf das
Schmelzpunktbestimmungsexperiment
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Abbildung C.9: Alle Schmelzkurven des in Abb. 3.17 dargestellten Experiments.
−: 1. Experiment
−: 2. Experiment
−: 3. Experiment
−: 4. Experiment
−: 5. Experiment
−: 6. Experiment
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Abbildung C.10: Spektren zu dem in Abb. 3.17 dargestellten Experiment.
−: vor dem 1. Experiment
−: nach dem 1. Experiment
−: vor dem 2. Experiment
−: nach dem 2. Experiment
−: vor dem 3. Experiment
−: nach dem3. Experiment
86
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Abbildung C.11: Spektren zu dem in Abb. 3.17 dargestellten Experiment.
−: vor dem 4. Experiment
−: nach dem 4. Experiment
−: vor dem 5. Experiment
−: nach dem 5. Experiment
−: vor dem 6. Experiment
−: nach dem 6. Experiment
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Abbildung C.12: Spektren zu dem in Abb. 3.21 dargestellten Experiment.
−: vor dem Experiment ohne Laser
−: nach dem Experiment ohne Laser
−: vor dem Experiment mit tw = 20min
−: nach dem Experiment mit tw = 20min
−: vor dem Experiment mit tw = 30min
−: nach dem Experiment mit tw = 30min
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Abbildung C.13: Spektren zu dem in Abb. 3.21 dargestellten Experiment.
−: vor dem Experiment mit tw = 60min
−: nach dem Experiment mit tw = 60min
−: vor dem Experiment mit tw = 120min
−: nach dem Experiment mit tw = 120min
C.6 Untersuchung zur Laserwellenlängenspezifität der
photothermischen Experimente
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Abbildung C.14: Alle Schmelzkurven des in Abb. 3.23 dargestellten Experiments.
−: 1. Experiment
−: 2. Experiment
−: 3. Experiment
−: 4. Experiment
−: 5. Experiment
−: 6. Experiment
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Abbildung C.15: Spektren zu dem in Abb. 3.23 dargestellten Experiment.
−: vor dem 1. Experiment
−: nach dem 1. Experiment
−: vor dem 2. Experiment
−: nach dem 2. Experiment
−: vor dem 3. Experiment
−: nach dem3. Experiment
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Abbildung C.16: Spektren zu dem in Abb. 3.23 dargestellten Experiment.
−: vor dem 4. Experiment
−: nach dem 4. Experiment
−: vor dem 5. Experiment
−: nach dem 5. Experiment
−: vor dem 6. Experiment
−: nach dem 6. Experiment
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C.7 Synthese von HRP-Goldnanopartikeln
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Abbildung C.17: Spektren von citratstabilisierten (−)und HRP-Goldnanopartikeln (−). Vgl. Ab-
schnitt 3.3.1.
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C.8 ABTS-Assay von HRP-Goldnanopartikeln - Spektren
C.8 ABTS-Assay von HRP-Goldnanopartikeln -
Spektren
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Abbildung C.18: Spektren des ABTS-Assays von HRP-Goldnanopartikeln zu ausgewählten Zeit-
punkten.
− HRP-Goldnanopartikel, t = 0 s
− t = 5 s
− t = 150 s
Vgl. Abschnitt 3.3.1.
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C.9 ABTS-Assay von HRP-Goldnanopartikeln -
Fitparameter
Abbildung C.19: a∞(θmacro) und τ(θmacro), temperaturabhängige Messungen.
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C.9 ABTS-Assay von HRP-Goldnanopartikeln - Fitparameter
Abbildung C.20: a∞(θmacro), τ(θmacro), laserleistungsabhängige Messungen.
93
C Spektren und ergänzende Daten
Abbildung C.21: a∞(I), τ(I) laserleistungsabhängige Messungen.
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